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Uber den Naihrwert 


des Muskelfleisches fiir Wachstum und Fortpflanzung. 


Von 


Arthur Scheunert und Camillo Venus. 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 22. Juni 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Untersuchung iiber den Nahrwert rohen, ge- 
kochten und autoklavierten Fleisches wurde ausgefiihrt, daB zwei 
Wege zur Aufdeckung etwaiger Unterschiede im langdauernden 
Fiitterungsversuch an jungen wachsenden Ratten beschritten werden 
kénnen. Entweder wird den Versuchstieren eine reine Fleischkost 
verabreicht, der nur die notwendigen Erganzungen an Mineralstoffen 
und Vitaminen zugefiigt werden, oder es wird eine auch Fett und Kohlen- 
hydrat enthaltende Kost gereicht, die aber als alleinige EiweiSquelle 
lediglich Fleisch enthalt. Mit Hilfe der ersten Versuchsanordnung 
konnten Scheunert und Bischoff! keine Beeinflussung des Nahrwertes 
von Muskelfleisch durch die verschiedenen Zubereitungsweisen fest- 
stellen. In den letzten Jahren wurden nunmehr Fiitterungsversuche 
nach der zweiten Versuchsanordnung durchgefiihrt, iiber die im fol- 
genden kurz berichtet werden soll. Dieses Vorgehen bietet die Méglich- 
keit, etwaige Unterschiede noch sicherer zu erfassen und zwar dadurch, 
daB man die EiweiBmenge niedrig halt, so da} zwar gerade noch bestes 
Wachstum der jungen Tiere gewahrleistet wird, aber doch keine Uber- 
schiisse an EKiweifS mehr zur Verfiigung stehen. Angenommen, es 
wiirden durch die Zubereitungsarten doch lebenswichtige Aminosiuren 
auch nur teilweise zu Verlust gehen oder geschadigt werden, so kénnte 
man immerhin vermuten, daB in groBen Fleischmengen noch immer 
geniigend Reste der betreffenden Aminosauren enthalten seien, um die 
durch teilweise Zerstérung geschaffenen Ausfille zu decken. Bei an 
sich schon geringer, zur Ernaihrung gerade geniigender EiweiBmenge 


1 A. Scheunert u. H. Bischoff, diese Zeitschr. 219, 186, 1930. 


Biochemische Zeitschrift Band 252. 16 








232 A. Scheunert u. C. Venus: 


bestiinde aber hierfiir nur geringe Wahrscheinlichkeit. Etwaige Defekt: 
miiBten dann deutlich zur Auswirkung kommen. 

Die Fragestellung wurde gleichzeitig noch etwas weiter ausgedehnt 
Es ist fiir die praktische Volksernahrung von Wichtigkeit, ob das 
aus dem Auslande eingefiihrte Gefrierfleisch in seinem Nahrwert geringe1 
anzusehen ist als einheimisches Frischfleisch. Bisher (Kallert!, Kon 
rich”, Kallert und Plank*) hatte man mit vorwiegend chemisch-ana 
lytischer Methodik und auf Grund histologischer Untersuchung fest 
gestellt, da®B nachteilige Verinderungen im Nahrstoffgehalt oder der 
Verdaulichkeit nicht bestehen. NaturgemaB kann ein gewisser Wasser- 
verlust und damit Erhéhung des Trockensubstanz- und somit auch 
Eiweibgehalts beim GefrierprozeB und der Lagerung stattfinden, die 
aber den Nahrwert des FleischeiweiBes in wissenschaftlichem Sinn 
nicht zu beeinflussen vermégen. Es diirfte wichtig sein, auch den 
Fiitterungsversuch heranzuziehen, was bisher nicht geschehen ist 
Da in der Hauptsache Rind- und Hammelfleisch in gefrorenem 
Zustand eingefiihrt werden, wurden die Untersuchungen mit diesen 
beiden Fleischsorten ausgefiihrt. Zum Vergleich wurde Frischfleisch 
von Rindern und Hammeln aus hiesigen Schlachtungen herangezogen. 


Da es darauf ankam, Skelettmuskulatur zu untersuchen und mégliche 
Stérungen durch Fettgewebe zu vermeiden, wurde stets Muskulatur vom 
Hinterschenkel (Keule) verwendet. Etwa anhaftendes Fett wurde vor de! 
Verwendung sorgfaltig abpraipariert. Alle vier Fleischsorten wurden roh, 
gargekocht und gebraten untersucht. Gekocht wurde das Fleisch stets 
1 Stunde lang (siedend aiggesetzt) in einer 1°, igen Kochsalzlésung, damit 
dem Brauch des taglichen Lebens entsprochen wurde. Gebraten wurde 
das Fleisch ebenfalls 1 Stunde in einem Gemisch von 5”,, Butterfett und 
5°, Palmin auf die Gewichtsmenge des verwendeten Fleisches berechnet 
Infolge der Verschiedenheit des Wassergehaltes konnten nicht gleiche 
Gewichtsmengen der einzelnen Fleischsorten verglichen werden. Es muBte 
‘vielmehr der EiweiBgehalt zugrunde gelegt werden. Dieser wurde nach 
Kjeldahl ermittelt, und zwar erfolgte diese Ermittlung jeweils bei jedem 
Fleischbezug von neuem, so daB also wahrend des ganzen Versuchs der 
EiweiSgehalt der gemischten Versuchskost konstantgehalten werden konnte 

Fiir die Frage, ob durch Einfrieren und Aufbewahren in gefrorenen 
Zustand Fleisch an Nahrwert einbiiBt, wiirde der angewandte Vergleich 
von importiertem Gefrierfleisch und einheimischem Frischfleisch keine 
einwandfreie Beantwortung erméglichen. Man miiBte dazu vielmehr von 
demselben Tier einen Teil einfrieren und einer entsprechenden anderen 


1 E. Kallert, Die Konservierung von Fleisch durch das Gefrierverfahren 
1925. 

2 F. Konrich, Uber die Struktur des Gefrierfleisches und sein bak- 
teriologisches Verhalten vor und nach dem Auftauen (Veréffentl. militar 
Sanitaétswesen 1920). 

3 E. Kallert u. R. Plank, Uber die Behandlung und Verarbeitung von 
gefrorenem Rindfleisch (Abhandl. z. Volksernaihrung 1916, Heft 6). 
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leil als Frischfleisch verwenden. Eine solche Versuchsanordnung ist natur- 
veméaB nicht mdglich, da die dem technischen Vorgehen entsprechende 
Kinfrierprozedur und die Aufbewahrung in gefrorenem Zustand wahrend 
es Transportes nicht reproduziert werden kénnen. Es bleibt also nichts 
inderes tibrig, als den Fehler in Kauf zu nehmen, der dadurch entstehen 
<onnte, daB das Fleisch von Tieren verschiedener Herkunft Unterschiede 
n N&hrwert aufweist. 


Zur Herstellung der Versuchsnahrung wurde wie folgt vorgegangen: 
Die Versuchsnahrung sollte vollwertig sein und als einzige EiweiBquelle 
FleischeiweiB enthalten. Auch diese Forderung konnte nicht vollkommen 
erfiillt werden, da aus Mangel an reinen Praparaten der Vitamine der 
-Gruppe nur Hefe als Quelle dieser Vitamine in Frage kommt. Die als 
Trockenhefe gereichte Hefemenge wurde mdéglichst niedrig gehalten, konnte 
aber nicht ganz umgangen werden, da der Vitamin B-Gehalt des Muskel- 
fleisches nicht ausreichte, um den Bedarf der Tiere daran zu decken. Die 
Zusammensetzung der Kost war folgende: Eiwei8 aus Fleisch 10°., Butter- 
fett 10°,, Pflanzenfett (Palmin) 5”... Maisstarke 66,5°,, Salzgemisch 8”... 
Dazu pro Tier taglich 0,3 g Trockenhefe. 

Was die Wahl des EiweiBgehaltes von 10°, anlangt, so ist zu beriick- 
sichtigen, daB junge Ratten einen ziemlich hohen EiweiBbedarf haben 


und im allgemeinen 18 bis 20°, Eiwei8 in den sogenannten synthetischen 
Kochsaétzen verwendet werden, um bestes Wachstum zu erzielen. Da aber 
die EiweiBmenge méglichst niedrig gehalten sein sollte, wurden 10°, fiir 


ausreichend erachtet. 10°, wurden gewahlt, weil nach den amerikanischen 
Untersuchungen iiber die Wertigkeit verschiedener Nahrungsmittel an- 
genommen werden kann, daB junge Ratten mit dieser Menge gerade gut 
auskommen werden. 

Zur Deckung des Fettbedarfs wurde ein Gemisch von Butterfett und 
Palmin verwendet. Butterfett wurde genommen, um den Tieren Vitamin A 
in reichlichem Ausma8 zur Verfiigung zu stellen. Das Butterfett wurde aus 
handelsiiblicher Molkereibutter hergestellt. die zu diesem Zweck bei nie- 
driger Temperatur geschmolzen und durch Zentrifugieren von allen anderen 
Beimengungen (Molken, Mineralsalzen) befreit wurde. Der Gehalt dieser 
Butter an Vitamin A war aus anderen Untersuchungen bekannt (Scheunert 
und Wagner'). Die Zugabe von Palmin wurde einerseits gemacht, um die 
Beschaffenheit des Fettes etwas vielseitiger zu gestalten. und auBerdem, 
um mit Hilfe des Palmins den Tieren Vitamin D zuzufiihren. Dies geschah 
in der Weise, daB dem Palmin Vigantol und zwar in einer solchen Menge 
zugegeben wurde, daB jedem Tier bei der durchschnittlichen Futteraufnahme 
0,83 y bestrah]lten Ergosterins zur Verfiigung stand. Da die durch Versuche 
festgelegte Schutzdosis unseres Viganto]praparats 0.3 bis 0,4 7 pro Ratte 
betrug, iiberstieg das Vitamin D-Angebot bei weitem den Bedarf und muBte 
also geniigen. Der Vitamin B-Bedarf wurde durch 0,3 g Trockenhefe taglich 
gedeckt. Das Salzgemisch, das fiir die Tiere besonders hergestellt wurde, 
hatte folgende Zusammensetzung: Natr. chloric. 31,2 g, Magnes. sulfuric. 
48,0 g, Ferr. lact. 21,0 g, Natr. phosphoric. acid. 62,4 g, Kal. phosphoric. 
acid. 171,6g, Cale. phosphoric. acid. 97,2 g, Cale. lact. 234,0 g, Mangan. 
sulfuric. 9,572 g, Natr. silicic. 9,618 g, Natr. fluorat. 0,06 g, Kal. jodat. 
0,03 g, und entsprach somit etwa den von Osborne und Mendel angegebenen 
Gemischen. 


1 A. Scheunert u. E. Wagner, diese Zeitschr. 236, 293, 1931. 
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Zur Herstellung der Kost wurden jedesmal die Mengen der einzelne 
Nahrungsbestandteile mit Ausnahme des Fleisches zusammengemischt 
die fiir | kg Futtergemisch notwendig waren. Hierbei muBte die Fett 
menge bei den mit gebratenem Fleisch herzustellenden Futtergemische: 
so erniedrigt werden, daB das zum Braten des Fleisches ben6étigte Feti 
mit verwendet werden konnte. Waren so die nichteiweiBartigen Bestand 
teile der Kost zusammengesetzt worden, so fand dann der Zusatz des 
Fleisches statt. Dieses wurde vorher durch einen Fleischwolf gegeben 
und dann davon diejenigen Mengen abgewogen, die 100 g reinem Fleisch 
eiweiB entsprachen. Von rohem Fleisch muBten so etwa 450 g zugegeben 
werden, wahrend bei gekochtem und gebratenem Fleisch etwa 270 g geniigten, 
um die erforderlichen 10°, EiweiB dem Gemisch beizufiigen. Aus de 


Tabelle I ist ersichtlich, welche Durchschnittsmengen an Fleisch fiir 1 ky 


Tabelle Ee 





Fleischart Roh Gekocht Gebraten 

g g g 
tindfleisch, frisch . ... 441.5 271.6 242.8 
2 gefroren. .. 477,2 292.8 274,7 
Hammelfleisch, frisch. . . 4972 334,3 309.3 
n gefroren. . 497,1 324,8 279,9 


Futtergemisch jeweils verwendet werden muBten. Infolge des verschieden 
hohen Wassergehaltes des rohen, gekochten und gebratenen Fleisches 
wurden so Nahrungsgemische erzielt, die zwar die gleichen FiweiB-, Fett 
Kohlenhydrat- usw. Mengen enthielten, aber einen durch das zugegeben« 
Fleisch bedingten wechselnden Wassergehalt besaBen. Diese Unterschiede 
muBten ausgeglichen werden, da ja die Futtergemische stets die gleichen 
EiweiBmengen enthalten sollten. Deshalb wurden die fertiggestellten 
Futtergemische durch Wasserzusatz auf das Gewicht des mit rohem Fleisch 
hergestellten Futtergemisches ergénzt, so daB also jedes Nahrungsgemisch 
auch im feuchten Zustand stets die gleichen Nahrstoffmengen enthielt 
Die Nahrstoffgemische wurden in geschlossenen Behaltnissen im Eisschrank 
bei einer durchschnittlichen Temperatur von + 2°C aufbewahrt. Nac! 
Verfiitterung wurden sie jeweils gleichzeitig neu hergestellt. 

Die Versuchstiere waren Ratten eigener Zucht. Fiir jede Fleischart 
wurden sechs Tiere und zwar drei Weibchen und drei Mannchen verwendet 
Diese Tiere wogen zwischen 35 und 40 g und waren etwa 3 bis 4 Wochen alt 
Jedes der Tiere befand sich in einem Einzelkafig aus Glas mit weitmaschige: 
Drahtnetz zur Verhinderung des Kotfressens. Zum Trinken wurde Leitungs 
wasser gereicht. Die Fiitterung der Ratten erfolgte taglich einmal. Die vor 
gelegte Nahrungsmenge wurde so bemessen, da8 sie méglichst vollstandig 
aufgefressen wurde. Zu Anfang des Versuchs betrug die tagliche Vorlage 
10 g, mit fortschreitendem Wachstum wurde sie auf 15g, schlieBlich auf 
20 g erhoht. Alle Gruppen und alle Tiere erhielten gleiche Mengen. Da die 
Ratten nicht ganz gleichmaBig fressen und auch ihr Nahrungsbedarf durc! 
geringe Verschiedenheiten im Wachstum beeinflu8t wird, kommt es dazu 
daB die einen mehr, die anderen weniger Nahrung aufzunehmen geneigt 
sind. Es bleiben also bei groBen Tierserien, wie sie hier vorliegen, stets 
bei dem einen oder anderen Tiere Riickstaénde. Die hier und da zuriic! 
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ebliebene Nahrung wurde gesammelt und zuriickgewogen, um den wirk- 
chen Verbrauch an Nahrungsstoffen ermitteln zu kénnen. Das Wachstum 
der Ratten wurde durch regelmaBige Wagungen kontrolliert und die 
Wachstumskurven in iiblicher Weise ermittelt. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Wir geben zunachst in den folgenden Abbildungen die Wachstums- 
kurven des 120tagigen Fiitterungsversuchs mit Rindfleisch (Abb. 1). 
[hre Betrachtung zeigt, da®B auch hier der bekannte Unterschied 
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren darin zum Ausdruck 
gekommen ist, daB die letzteren ein geringeres Wachstum zeigen. Weiter 
aber zeigt das allgemeine Bild, daB die Tiere mit Gefrierfleisch etwas 
besser gewachsen sind als die, die Frischfleisch roh und zubereitet 
erhalten haben, und weiter fallt unter den Frischfleischtieren die Gruppe 
mit gekochtem Fleisch durch das geringe Wachstum auf. Dieselben 
Verhaltnisse ergeben sich auch, wenn man die durchschnittlichen 
Zunahmen der Tiere vergleicht, die zu diesem Zweck in Tabelle I] 
zusammengestellt worden sind. Beim Vergleich der einzelnen mit 
rohem oder gleichartig zubereitetem Rindfleisch gefiitterten Tiere sieht 
man hier, daB die Wachstumszunahmen bei Gefrierfleisch durchweg 
etwas erheblicher waren. Die Gruppen mit gekochtem Fleisch als 
EiweiBquelle haben die geringsten Zunahmen erzielt, allerdings mit 
der Ausnahme der weiblichen Tiere mit gekochtem Gefrierfleisch als 
EiweiBquelle, die gréBere Zunahmen als die entsprechenden Robtiere 
gehabt haben. Man kénnte hieraus den SchluB ziehen, daB das Gefrier- 
rindfleisch sich als dem Frischfleisch etwas iiberlegen gezeigt und die 
Zubereitung durch Kochen einen ungiinstigen EinfluB ausgeiibt habe. 
Da alle anderen Nahrungsbestandteile der Kost von allen Tieren in 


Tabelle II. 


Durchschnittliche Zunahmen. 





Wieiaiteancian Mannchen Weibchen 
{ roh 178.3 124.6 
Rindfleisch, frisch - . gekocht 141,3 120,0 
cebraten 166.0 156,0 
roh 224.0 139,0 
Rindfleisch, gefroren gekocht 152.6 151.3 
gebraten 251.0 168.6 
| roh 215.3 146.0 
Hammelfleisch, frisch gekocht 250,0 177,0 
gebraten 246.0 166.3 
| roh 218,0 143,0 
Hammelfleisch, gefroren - gekocht 222.6 150.6 


| vebraten 234.6 141.6 
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gleicher Weise und Beschaffenheit aufgenommen waren, konnten dies: 
Unterschiede nur durch das EiweiB bedingt worden sein. Diese Schliiss: 
waren aber doch sehr weitgehend und wiirden manchen anderen Er 
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Abb. la. 


fahrungen widersprechen. Insbesondere wurde ein schadigende1 
EinfluB des Kochens in friiheren Untersuchungen nicht gefunden 
und es ist auch nicht recht verstandlich, warum der Kochvorgang 
in diesem einen Falle ungiinstig gewirkt haben soll, wihrend das Braten 


das eine ahnliche einschneidende MaBnahme ist, keine Schadigung 
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lies: ja eher eine Verbesserung der Nahrwirkung bedingt hat. Um hierzu noch 

iiss: einige weitere Einblicke zu gewinnen, wurde in Tabelle II] die auf- 

Er genommene GesamteiweiBmenge mit der Korpergewichtszunahme 
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Abb. 1b 


der zusammengestellt und diejenige Menge FleischeiweiB errechnet, die 
en von den Ratten fiir 1 g Kérpergewichtszunahme benétigt worden war. 
ang Diese Tabelle zeigt nun interessanterweise, daB die Nahrungs- 
en aufnahme, die sich ja in der aufgenommenen EiweiBmenge wider- 


ng spiegelt, bei den einzelnen Gruppen deutliche Unterschiede aufweist. 
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Tabelle III. 








we Eiweié 
Gruppe Ratte Geschlecht 222*hMe! eiweis shee m 
gewichts- F 
Nr. g g zunahme 
6975 fou 185 138,28 0,75) 
6976 fod 165 147.06 0,89 0.76 
Frisches Rindfleisch, 6977 C 179 132,32 0,741 
roh ) 6978 9 130 =. 122.36 0,94, 
6979 2 120 123,08 1,02 0.98 
6980 9 124 122.82 = 0,99] 
6981 rou 150 124.64 0.83 
6982 fou 142 124,70 0,87 0,88 
Frisches Rindfleisch, } 6983 9 132 120,56 0,94) 
gekocht 6984 Q 105 120,49 1,15) 
6985 9 104 110.36 =: 11,06 1,06 
6986 9 151 147,86 0,97] 
6987 oo" 210 148,93 0,71 
6988 rou 205 154,77 0,75 0,76 
Frisches Rindfleisch, 7113 o 183 15343 0,83] 
gebraten 6990 Q 146 149,98 1,03) 
7114 9 176 148,63 0,84 0.98 
7115 Q 146 157,77 _—‘:1,08) 
7118 fou 224 165.98 0,74 
7119 ot 241 166.76 069! 0,72 
Gefrorenes Rindfleisch, 6995 o" 207 156,80 0,75 
roh 7120 2 134 158,59 1,18) 
7121 9 150 15865 1.05 1.07 
6998 Q 135 146,73 1,08) 
| 6999 fou 242 157,35 0,65) 068 
- ; 7000 ot 216 | 155,85 | 0,72) 
—— en 7002 9 141 156.05 1,10) 
— | 7003 Q 154 14857 0,96 1,00 
7004 Q 159 158,42 0,96 
7005 fou 254 157,82 0,62) 
7006 o" 248 158,73 0.64 0.63 
Gefrorenes Rindtleisch, | 7007 o 251 157,91 0,62 
gebraten 7008 Q 155 156,28 1,00) 
| 7009 Q 182 156,37 = =©0,85 0,92 
7010 9 169 155,78 0,92) 


Die mit Gefrierfleisch gefiitterten Tiere haben offenbar die ihnen vor- 
gelegte Nahrungsmenge vollstandiger gefressen als die mit Frischfleisch 
gefiitterten, und unter diesen wieder stehen die die geringsten Zunahmen 
zeigenden Tiere der Kochgruppe an letzter Stelle. Die Menge der auf- 
genommenen Nahrung hat also in den einzelnen Gruppen geschwankt, 


und es mag hierbei der Geschmack der verschiedenen verabreichten 
Gemische eine Rolle gespielt haben. Dadurch wird man aber doch 
darauf hingewiesen, daB die als Testobjekt verwendeten Ratten den 
Verlauf des Versuchs nicht unerheblich zu beeinflussen vermégen 
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Dies kommt auch deutlich zum Ausdruck, wenn man die EiweiBmengen 
vergleicht, die jede einzelne Ratte pro 1g K6érpergewichtszunahme 
verbraucht hat. Die Schwankungen sind hier recht betrachtlich und 
iiberschreiten in den meisten Fallen 10°,. Sichere Schliisse wird man 
also nur dann ziehen kénnen, wenn wesentlich héhere Ausschlage 
zutage treten. Die fiir Mannchen und Weibchen gesondert berechneten 
Mittelzahlen geben zwar im groBen und ganzen dieselben Unterschiede 
zwischen den einzelnen Gruppen wieder, die man aus dem Verlauf der 
Wachstumskurven und dem Verhalten der Kérpergewichtszunahmen 
schlieBen kann, sie sind aber doch von einer so geringen, der indi- 
viduellen Schwankungsbreite naheliegenden GréBenordnung, das es 
nicht gerechtfertigt erscheint, weitgehende Schliisse zu ziehen. 

Es scheint infolgedessen von besonderem Interesse,- hiermit nun 
in Vergleich das Ergebnis des mit Hammelfleisch durchgefiihrten 
Versuchs zu setzen. Es wird dazu zunachst auf Abb.2 verwiesen, 
in der die Wachstumskurven vereinigt sind. Hier ist das Bild etwas 
anders. Man gewinnt den Eindruck, als ob das Wachstum durchweg 
etwas besser gewesen sei, und es sind hier die beim Rindfleischversuch 
deutlich erkenntlichen Unterschiede nicht in dem gleichen MaBe aus- 
gepragt. Vergleicht man die in Tabelle Il zusammengestellten durch- 
schnittlichen Zunahmen, so kommt man zu derselben SchluBfolgerung. 
Man kénnte sogar, wenn man von den mit rohem Hammelfleisch als 
EiweiBquelle gefiitterten Mannchen, die in der Zunahme um 3 g gegen- 
iiber den mit rohem Gefrierfleisch gefiitterten Mannchen zuriickblieben, 
absihe, die Meinung gewinnen, daB das Frischfleisch bessere Zunahmen 
als das Gefrierfleisch erzielt habe. Auch hat hier die Zubereitung 
durch Kochen keineswegs schlechter abgeschnitten, sondern hat die 
besten Wachstumserfolge erzielt, wobei nur eine Ausnahme gegeniiber 
den mit gebratenem Hammelfleisch gefiitterten Mannchen besteht. 
Setzt man wieder, wie es in Tabelle IV geschehen ist, die wahrend 
des Versuchs aufgenommene GesamteiweiBmenge in Beziehung zur 
Zunahme und ermittelt die pro Gramm Kérpergewichtszunahme be- 
nétigte EiweiBmenge, so ergibt sich hier das gleiche Bild, wie man es 
aus den Wachstumskurven und der Betrachtung der Zunahme allein 
ableiten kann. 

Die mit gefrorenem rohen oder zubereitetem Hammelfleisch als 
EiweiBquelle gefiitterten Tiere haben, wie die Mittelzahlen zeigen, 
durchweg ein klein wenig schlechter abgeschnitten, also mehr Nahrungs- 
eiweiB verbraucht als die Frischfleischtiere, und ebenso stehen die mit 
gekochter Nahrung (Frisch- oder Gefrierfleisch) gefiitterten Tiere 
hier am giinstigsten da. Es wiirde sich also hier ein dem Rindfleisch- 
versuch entgegengesetzt zu deutendes Ergebnis ableiten lassen. Man 


wird aber auch hier dazu nicht berechtigt sein. Wenngleich die Schwan- 
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kungen in der Nahrungs- und damit EiweiBaufnahme nicht so erheblich 
sind wie beim Rindfleischversuch, so sind doch Schwankungen vor- 
handen. Trotz der wesentlich gréBeren GleichmaBigkeit des Versuchs 
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in dieser Richtung treten solche Schwankungen auch wieder bei den 
einzelnen Tieren auf, wenn man feststellt, mit wieviel EiweiB sie 1 ¢ 
K6rpersubstanz aufbauen konnten. Nur bei den Mannchen der mit 
gekochtem Hammelgefrierfleisch gefiitterten Tiere liegt die Schwan 
kungsbreite wesentlich unter 10°,, erreicht aber bei anderen Gruppen 
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viel héhere Zahlen. Danach wird man die gefundenen Schwankungen 
kaum auf die Eiwei8qualitat als den einzigen Faktor, der sie bedingt, 
zuriickfiihren kénnen, sondern wird auch hier dem Rattenorganismus 
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Abb. 2b 


und anderen unkontrollierbaren Einfliissen eine wichtige Rolle zu- 
schieben miissen. 

Die gefundenen Unterschiede sind von zu geringer GréBenordnung, 
als daB man aus ihnen auf Unterschiede im Nahrwert der verwendeten 


Fleischsorten und ihre Zubereitungen schlieBen kénnte. Dazu kommt, 
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Tabelle IV. 





Eiweifi 
Gesamt- 


Grapes Ratte Geschlecht Zunahme | giweif Kieoer a 
gewichts- | ~ 
Nr. g g zunahme 
7015 o 234 149,90 0,64 
7016 193 155,84 080 0,70 
Frisches Hammelfleisch 7017 rou 219 146,75 0,67 
roh 7018 g 133 146.73 1,10 | 
7019 Q 165 147,56 0,89 0,97 
7020 2 140 13230 094 | 
7030 ; 245 157,94 0,64 | 
7031 o 242 157,96 0,65 OF 
Frisches Hammelfleisch 7082 rou 248 157,01 0,63 — 
gekocht 7038 Q 149 154,52 1,03 
7034 rou 265 156,35 0,59 | oon 
7035 Q 205 156,00 0,76 ‘iia 
7036 rou 263 157,98 0,60 
7037 o” 208 156,46 0.75 0.64 
Frisches Hammelfleisch } 7038 ot 267 157,34 «058s 
gebraten 7039 Q 172 155,33 0,90 
7040 9 163 154.48 0.94 0.93 
7041 9 164 155,80 0,95) 
7058 fou 204 165.65 0,81 | 
7059 rou 223 165,63 0,74 0,74 
Gefrorenes Hammelfleisch | 7060 rou 227 158,00 0,69 
roh 7061 2 152 15702 1,08 | 
7062 Q 150 | 156.93 1.04 1,10 
7063 Q 127 | 15686 123 | 
7064 rou 218 157,99 0,72 | 
7065 fou 222 158,03 0,71 0,70 
Gefrorenes Hammeltleisch } 7066 o 228 158,02 0,69 
gekocht 7067 2 140 156,81 1,12 
7068 Q 150 157,33 1,04 1,04 
7069 9 162 | 157,75 097 | 
7070 fou 248 158,71 0.63 | 
71) oo 223 | 158,52 0,71 0,70 
Gefrorenes Hammeltleisch 7072 rou 233 158,92 0.68 
gebraten 7073 Q 131 158,03 1,20 
7074 2 140 157,76 1,12 1,11 
7075 Q 154 | 157,79 1,02 | 





daB der Versuch mit Rindfleisch dem mit Hammelfleisch widersprechen 
wiirde, wenn man die gefundenen geringen Ausschlaige als vom Nahrwert 
der Fleischsorten bedingt ansehen wollte. Hierzu lige kaum eine Be- 
rechtigung vor. Wir kénnen also auf Grund dieses Versuchsverlaufs 
nur zu dem Schlu8 kommen, daf ein EinfluB auf den Néhrwert des 
Fleisches durch die Zubereitung (Kochen und Braten) und ebensowenig 
durch Einfrieren und Aufbewahren in gefrorenem Zustand nicht erfolat 
sein kann. Selbst wenn solche Schwankungen vorgelegen haben mégen, 
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so sind sie jedenfalls zu gering, um einen sicheren Ausdruck bei der 
gewahlten Methodik zu finden. Sie wiirden auch offenbar nicht kon- 
stant sein, da Rind- und Hammelfleisch sich entgegengesetzt verhielten. 

Dieses Ergebnis befriedigt aber noch keineswegs und miiBte noch 
eine weitere Stiitze durch den Fortpflanzungsversuch erfahren kiénnen. 
Es ist ja durch die Erfahrungen beim langdauernden Fiitterungsversuch 
hinreichend bekannt, daB gerade die Ratte auf Ernaherungsmangel 
ungemein leicht mit Stérung in der Fortpflanzung reagiert. Da auBerdem 
wenig tiber die Geeignetheit des Fleisches als EiweiBquelle bei Vort- 
pflanzungsversuchen bekannt ist, erschien es wichtig, weitere Unter- 
suchungen in dieser Richtung anzustellen. Es sei dazu bemerkt, daB 
in unseren friiheren Versuchen (Scheunert und Bischoff), bei denen 
Fleisch als alleinige Nahrung, nur erganzt durch Vitamine und Mineral- 
stoffe, zur Priifung kam, eine befriedigende Fortpflanzung und Auf- 
zucht der Jungen nicht erzielt werden konnte. Wir stellten uns deshalb 
die Aufgabe, bei den in den vorliegenden Versuchen verwendeten 
gemischten Rationen zu versuchen, befriedigende Fortpflanzung zu 
erzielen und die Ursachen etwaigen Versagens aufzuklaren. 


1. Fortpflanzungsversuch. 

Nach Beendigung der Wachstumsversuche, die mit dem 120. Ver- 
suchstag, also etwa dem 150. Lebenstag der Ratten erfolgt war, wurden 
die simtlichen zu einer Gruppe gehérigen Tiere in einen gemeinsamen 
Kafig gebracht und dort mit der gleichen Nahrung wie bisher gefiittert. 
Die Bettung der Tiere bestand aus Sagespinen; Drahtnetze zur Ver- 
hinderung des Kotfressens wurden nicht mehr verwendet. Die Tiere 
wurden so lange zusammengelassen, bis die Inspektion der Weibchen 
ergab, daB sie tragend waren. Dann wurden die Weibchen fiir sich 
jedes in einen neuen Kafig mit Sagespinen gebracht. Die Fiitterung 
mit dem betreffenden Nahrungsgemisch wurde fortgesetzt und auf 
Zufuhr reichlicher Nahrungsmengen und geniigend Wasser geachtet. 
Das Ergebnis der ersten Paarung ist in Tabelle V zusammengestellt 
worden. 

Wie man sieht, war die Zeit, die vom Zusammensetzen der Tiere 
bis zum Werfen verstrich, ungemein verschieden. Manche Tiere sind 
sehr spat trichtig geworden. Ratte Nr. 6985 warf zu friih, da man etwa 
22 Tage als normal ansieht. Die Tabelle zeigt weiter, da bis auf Gruppe 
7018 bis 7020, welche als EiweiBquelle Hammelfrischfleisch roh erhalten 
hatte, aber doch alle Tiere tragend geworden waren. Weiter ist hervor- 
zuheben, daB auch die andere Rohfleischgruppe (Rindfleisch) eine 
Besonderheit insofern zeigt, als die erzielten Wiirfe sehr schwach waren. 
Rohes Frischfleisch als EiweiBquelle scheint sich danach nicht ganz 


so gut geeignet zu haben wie die zubereiteten Fleischsorten, was mit 
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Tabelle V. 


Wurfergebnisse bei Rind- und Hammelfleisch. 





Versuchstag 
Ratte 


Grup in dem Wurfzah! Anzahl der Junger 
PI geworfen —— nach 4 Wochen 
Nr wurde 
a : 6978 146 4 alle verendet 
Frisches oo h, 6979 156 1 | 3 | aufgezoven 
roh | 6980 205 4 4 
a ae {| 6984 175 1 1 aufgezogen 
eae ~~ pee ie 140 8168 | alle verendet 
gekoch |, 6986 146 10] ’ i 
6990 159 7 2 aufgezove 
Frisches Rindfleisch, | 7) 74 a? ashe 2 eee 
cebraten | 7115 157 g| 8 
Gefrorenes Rindfleiscl 6998 las 3} alle verendet 
. —_ 9 7120 148 8) 73 6 aufgezoren 
ae | 7121 157 11) 5 
. 7002 145 7 4 aufgezoger 
Gefrorenes Rindfleisch, | 2003 160 10! 83 f oe 
koeht jon “ bn | * ‘ n 
gekoe! | 7004 145 8 2 ss 
: P 7008 182 9 alle verendet 
eae Rindfleisch, | 7009 148 6 8 6 aufgezogen 
_ihitiadianes 7010 161 9| alle verendet 
7018 
Frisches Hammelfleisch, | bela . . 
7019 Diese Gruppe ist nicht tragend geworden 
roh | 7920 
Frisches Hammeltleisch | 7033 149 4\- 5 2 aufgezogen 
gekocht 1; 7025 160 tS ae 5 . 
. ; 
Frisches Hammelfieisch | 7039 144 9) alle verendet 
risca rh cae ROIS! 7040 161 10) 9.6 6 aufgezogen 
asia ame | 7041 144 10] alle verendet 
7061 146 10 alle rerendet 
Getrorenes Hammeltieisch | 7 G9 148 4 g 3 , — 
roh | 7063 144 10 ; : 
| 7067 145 11) 4 aufgezogen 
Gefrorenes Hammeltleisch 7068 146 10'106 4 
gekocht | 7069 145 11) 5 ‘ 
; 7073 148 8 2 aufgezog 
Gefrorenes Hammeltleisch | 7074 148 1olg 3 5 wufgezogen 
gebraten | 7075 148 10 alle verendet 


den friiheren Beobachtungen mit reiner Fleischnahrung (Scheunert 
und Bischoff) iibereinstimmt. Im ibrigen war das Wurfergebnis 
wechselnd. Die Tiere, welche Hammelfleisch als EiweiSquelle erhielten, 
hatten etwas starkere Wiirfe als die, die Rindfleisch bekommen hatten 
Zwischen den Zubereitungsarten war kein Unterschied, und ebenso 








inne 
hinc 
Vite 
Erf 
tat 
in } 
Fit 
sein 


pfla 
auf; 
wen 
und 
me ec] 
kon: 
gebi 
nich 
maf 
heb] 
nied 
Gef) 


der 
eine 








ert 
nis 
nN, 
Nn. 


ISO 








Nahrwert des Muskelfleisches fir Wachstum und Fortpflanzung. 245 


erhielten sich auch die beiden Gefrierfleischsorten, mit Ausnahme 
les Rohgefrierfleisches, welches sich als giinstiger erwies als'das Frisch- 
leisch, ungefahr tibereinstimmend. Sehr unbefriedigend war die Auf- 
ucht der Jungen. In allen Gruppen wurden hierbei Ausfalle beob- 
ichtet. Entweder verendeten die Wiirfe nach einiger Zeit vollkommen, 
der es ging wenigstens ein Teil zugrunde. Jedenfalls vermochte keine 
ler Miitter ihren gesamten Wurf bis zum Absetzen groBzuziehen. 
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen waren hierbei nicht zu 
beobachten. Der Versuch zeigt, daB die gereichte Ration fiir die Er- 
zielung neuer und wiichsiger Rattengenerationen nicht geeignet war. 
Er zeigt aber auch weiter, daB Unterschiede, die etwa auf die Qualitat 
des FleischeiweiBes oder deren Beeintrachtigung durch Zubereitung 
Kochen und Braten) oder durch Herstellung von Gefrierfleisch zuriick- 
zufiihren sind, nicht festzustellen waren. Deutlich unterlegen waren 
nur, wie schon erwahnt, jene Rationen, die frisches Rindfleisch oder 
frisches Hammelfleisch roh als EiweiBquelle enthielten. 

Es blieb nunmehr iibrig, festzustellen, welche Mangel der Ration 
innewohnten, die die befriedigende Fortpflanzung und Aufzucht ver- 
hinderten. Hierbei war zunachst zu itiberlegen, ob vielleicht doch 
Vitaminmangel oder Mineralstoffmangel die Ursache fiir die ungiinstigen 
Erfolge sein kénnten. Irgendwelche sicheren Anhaltspunkte boten die 
tationen nicht, denn sie enthielten alle notwendigen Bestandteile 
in Mengenverhaltnissen, die nach den Erfahrungen zahlreicher solcher 
Fiitterungsversuche und nach unseren eigenen Ergebnissen geniigend 
sein miuften. 

Da nach dem ersten Weil der Versuché und auch nach dem Fort- 
pflanzungsversuch die Rindfleischration noch am deutlichsten Mangel 
aufzuweisen schien, beschrankten wir uns in der Folgezeit auf die Ver 
wendung von Rindfleisch allein (Frischfleisch und Gefrierfleisch) 
und verzichteten auf die Hammelfleischgruppen. Ferner wurde nur 
noch rohes mit gekochtem Fleisch verglichen. Das gebratene Fleisch 
konnte deshalb ausgeschaltet werden, weil nach den bisherigen Er- 
gebnissen durch das Braten offensichtlich nachteilige Veranderungen 
nicht bewirkt worden waren. Hierbei war auch die Notwendigkeit 
maBgebend, die Versuche nicht zu sehr auszudehnen und die sehr er- 
heblichen Kosten, die sich durch die Fleischfiitterung ergaben, méglichst 
niedrig zu halten. Es wurde also rohes und. gekochtes Frisch- und 
Gefrierrindfleisch verwendet. 


2. Fortpflanzungsversuch. 
Es wurde zunachst gepriift, ob bei gleicher EiweiBgabe, also 10° 
der Ration, durch eine Veranderung der Vitamin- und Salzzufuhr 


eine Verbesserung der Wurfergebnisse erzielt werden konnte. Es wurden 


| 
| 
| 
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deshalb fiir jede der vier Fleischsorten vier neue Gruppen gebildet 
Der Versuch umfaBte also im ganzen 16 Gruppen, von denen jede au 
zwei Weibchen und einem Mannchen bestand. 


Es erhielt Gruppe J als Kontrolle die bisherige Nahrung, bestehend aus 
10°, EiweiB, 10°, Butterfett, 5°,, Palmin + Vigantol, 8°,, Salzgemisc} 
66,5°,, Starke, 0,3 ¢ Hefe taglich. 

Die Gruppe II sollte eine vermehrte Vitamin A-Zufuhr erhalten un 
bekam deshalb eine Butterfettzulage, so daB die Ration dann aus 10 
EiweiB, 15°, Butterfett, 5°,, Palmin + Vigantol, 8°., Salzgemisch, 61,5 
Starke, 0,3 ¢ Hefe taglich bestand. 

Gruppe III sollte eine vermehrte Vitamin B-Zulage bekommen. Di: 
Ration enthielt infolgedessen: 10°, EiweiB, 10°., Butterfett, 5°, Palmi 

Vigantol, 8°, Salzgemisch, 66,0°, Starke, 0,6 g¢ Trockenhefe taglich 

Die Gruppe IV endlich sollte eine verbesserte Mineralzufuhr erhalten 

Thre Ration wurde deshalb aus 10°, EiweiB, 10°,, Butterfett, 5°, Palmi: 
Vigantol, 8’ 


taglich zusammengesetzt. 


eines neuen Salzgemisches, 66,5°, Starke, 0.3 g¢ Hefe 


Die Veranderung des Salzgemisches nahmen wir derart vor, daf{} 
wir dem oben geschilderten Salzgemisch 0,15% AIK (SO), und 
0,075°, CuSO, zufiigten. Zur Zufuhr dieser Mineralbestandteile 
wurden wir durch die Arbeiten von B. Sure! gefiihrt, die mit ahnlichen 
Gemischen gute Aufzuchterfolge erzielt hatte. Da es sich bei der Neu- 
aufstellung der Gruppen nicht umgehen lieS, Ratten, die in den friiheren 
Versuchen andere Kost erhalten hatten, mit zu verwenden, wurden di 
Ratten zunaichst 14 Tage lang mit den neuen Nahrungsgemischen 
gefiittert, damit sie sich auf die neue Ernahrungsweise einstellen konnten 
Nach Ablauf dieser 14 Tage wurden wieder die Weibchen mit den dazu 
gehérigen Mannchen in gemeinsame Kafige verbracht. Sobald man 
durch tagliche Kontrollen feststellen konnte, daB einzelne Weibchen 
trachtig geworden waren, wurden diese in besondere Kafige gesetzt 
wo sie werfen und ihre Jungen groBziehen sollten. Es stellte sich dabei 
bald heraus, daB die Weibchen sehr schlecht tragend wurden und gleich 
zeitig wurde die Beobachtung gemacht, daf sie triage und weniger lebhaft 
als sonst waren. Nachdem die nicht tragend gewordenen Weibchen 
2 Monate mit den Mannchen zusammen geblieben waren, wurden auch 
sie getrennt und weiter in besonderen Kafigen beobachtet. Die Fiitterung 
war reichlich und blieb waihrend des ganzen Versuchs gleich. 

Das Ergebnis des zweiten Fortpflanzungsversuchs wird in Tabelle V1 
wiedergegeben. 

Aus den Nummern der Ratten ist beim Vergleich mit der vorhe1 
gehenden Tabelle zu ersehen, in welcher Gruppe die Ratte friiher gi 
wesen war und wie sie sich dabei verhalten hatte. Die Ration mit 
rohem Frischfleisch als EiweiBquelle hatte wieder am_ schlechtesten 


1 B. Sure, J. of biol. Chem. 69, 41, 1926. 
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Tabelle VI. 





Frisches Fleisch Gefrorenes Fleisch 
Gruppe atte tatte 
Ratt Geworfen Auf- Res Geworfen Auf- 
Nr. gezogen Nr gezogen 
I | 6978 — 6998 3 
| 7061 - 7120 6 
nf 6979 . : 7003 4 
sat 1 7062 ~ — 7121 4 
I { 6980 . - 7067 - 
| 7063 — 7008 
ry {| 6984 10 2 7068 11 3 
| 7040 4 1 7009 8 
1 | 6985 6 — 7004 11 1 
| 6990 10 7035 5 
1 ! 6986 8 - 7075 — 
a | 7115 10 2 7002 5 ! 
gcekocnt 
nm { 7039 . - 7074 7 
| 7041 7010 
Iv | 7114 8 1 7073 8 2 
7033 5 2 7069 10 1 





abgeschnitten. Die Gruppen I bis III waren nicht tragend geworden 
Bei den Tieren, die gekochtes Frischfleisch und bei denjenigen, die rohes 
Gefrierfleisch als EiweiBquelle erhalten hatten, war die Gruppe II] 
mit Zulage von Vitamin B nicht zur Fortpflanzung gekommen. Bei 
der Serie mit gekochtem Gefrierfleisch war ein Tier der Gruppe I 
und eines der Gruppe ITI ausgefallen. Ganz unbefriedigend waren auch 
die Aufzuchtergebnisse. Entweder gingen die Wiirfe ganz zugrunde., 
so daB iiberhaupt keine Aufzucht erfolgte, oder die Ratten vermochten 
nur einen sehr kleinen Teil des Wurfes groBzuziehen. Der Versuch 
zeigt, daB die von uns gewahlten Zulagen keine Verbesserung der Ration 
bedingt hatten. Weder durch Vitamin A-Zufuhr noch durch Veranderung 
des Salzgemisches war eine entscheidende Verbesserung erfolgt. Am 
besten hatten noch die IV. Gruppen abgeschnitten, also die, die das 
Salzgemisch 2 erhalten hatten. Bei ihnen war wenigstens mit einer Aus- 
nahme Trachtigkeit erzielt worden, und bei ihnen war auch mit der 
gleichen Ausnahme ein kleiner Teil der Jungen groBgezogen worden. 
Es muBte danach ein anderer Mangel, der durch die bisherigen Er- 
ginzungen nicht gedeckt worden war, in der Ration bestehen. 


3, Fortpflanzungsversuch. 
Wir schritten deshalb zu einem weiteren Fortpflanzungsversuch, 
bei dem dieselbe Gruppeneinteilung der Tiere beibehalten wurde. Da 
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nicht anzunehmen war, da} etwa der Mangel in der Ration, in der Zuful 

an Fett oder Kohlenhydrat liegen konnte, konnte eigentlich nur di: 
EiweiBzufuhr als Ursache fiir die Schadigung in Frage kommen. Hierb« 

waren zwei Méglichkeiten gegeben. Entweder konnte die Qualitat des 
FleischeiweiBes unbefriedigend sein, oder es konnte auch die mengen 
miBige Zufuhr nicht geniigen. Die EiweiSqualitét konnte nun leicht 
dadurch verbessert werden, daB den Tieren noch anderes Eiweif, das 
besondere Erganzungseigenschaften besitzt, verabreicht wurde. Dieses 
bot sich in Gestalt von Casein dar, von dem ja durch die Untersuchungen 
von McCollum u.a. bekannt ist, daB es die wichtigen Aminosiuren 


in besonders giinstigen Mengenverhaltnissen enthalt. Da wir aber 


doch noch nicht sicher waren, ob vielleicht doch noch andere Unter 
wertigkeiten in Frage kommen konnten, verwendeten wir bei diesem 
Versuch nicht reines Casein, sondern benutzten Magermilchpulver 
AuBerdem gingen wir fiir alle Gruppen zu dem Salzgemisch 2 iiber 
Wir richteten nunmehr folgende Rationen ein: 


0 


Die bisherige Kontrollgruppe I erhielt: 10°, FleischeiweiB, 5°., Mager 


milchpulver, 10°, Butter, 5°, Palmin + Vigantol, 8°, Salzgemisch 2 
61,5°,, Starke, 0,3 g Hefe taglich. 

Da das Magermilchpulver noch andere Bestandteile hat, wurde 
sein EiweiBgehalt ermittelt und der GesamteiweiBgehalt dieser Ration 
auf etwa 12,5°% berechnet. 

Gruppe II erhielt: 15°, FleischeiweiB, 10°, Butter, 5°, Palmin 
+ Vigantol, 8°,, Salzgemisch 2, 61,5°,, Starke, 0,3 g Hefe taglich. 

Gruppe III erhielt: 20°, FleischeiweiB, 10°, Butter, 5°, Palmin 

Vigantol, 8°,, Salzgemisch 2, 56,5°, Starke, 0,3 g Hefe taglich. 

Die Gruppe IV wurde nunmehr als Kontrolle verwendet. Sie erhielt 
von jetzt ab infolgedessen: 10°, FleischeiweiB, 10°, Butter, 5°, Palmin 
+ Vigantol, 8°, Salzgemisch 2, 66,5°, Starke, 0,3 g Hefe taglich. 

Die Tiere wurden mit diesen Rationen diesmal 1 Woche, nach Ge- 
schlechtern getrennt, vorgefiittert und alsdann wieder die Paarung 
in der beschriebenen Weise vorgenommen. Auch hier wurde das Ein- 
treten der Trachtigkeit durch tagliche Besichtigung der Weibchen 
festzustellen versucht und darauf die Weibchen isoliert. Es war be- 
merkenswert, da®B simtliche Tiere tragend wurden, also hierdurch 
zweifellos schon angezeigt wird, daB simtliche Rationen eine wesentliche 
Verbesserung erfahren hatten. Das Ergebnis ist in der Tabelle VII 
zusammengestellt. 


Es ergibt sich hieraus, daB alle Tiere Junge geworfen haben und 
es ihnen in den weitaus meisten Fallen auch gelang, die Jungen grob- 
zuziehen. Am ungiinstigsten war die Aufzucht bei der Kontrollgruppe IV. 
Die Ergebnisse entsprechen denen der gleichen Gruppe IV des vorher- 
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Tabelle VII. 





Frisches Fleisch Gefrorenes Fleisch 
Gruppe tatte f latte 
Ratt Geworfen Auf- Ri Geworfen Auf- 
Nr. gezogen Nr gezogen 

I { 6978 + 1 6998 3 3 
| 7061 5 3 7120 5 2 
nu ! 6979 6 4 7003 4 4 
ot | 7062 + 3 7121 5 4 
{ 6980 8 7 7067 3 3 
Il \ 7063 5 5 7008 5 5 
IV { 6984 1 — 7068 3 1 

| 7040 11 3 7009 6 
1 | 6985 6 4 7004 3 2 
| 6990 3 3 7035 10 5 
ll { 6986 9 6 7075 6 5 
\ 7115 7 7 7002 8 7 

gekocht - _ on on . 
Ill { 7039 7 i 7074 6 6 
| 7041 6 5 7010 7 7 
IV { 7114 8 3 7073 3 2 
| 7033 3 2 7069 l 1 





gehenden Fortpflanzungsversuchs, Tabelle VI, die ja auch die gleiche 
‘ation erhalten hatte. In dieser Gruppe waren die Jungen der Ratten 
Nr. 6984 und 7009 zugrunde gegangen, und die anderen Ratten hatten, 
soweit sie eine gréBere Anzahl von Jungen geworfen hatten, diese nicht 
aufziehen kénnen. Auch in den Gruppen I und II, also mit 12,5°%, 
erganztem EiweiB und 15°, FleischeiweiB, waren zum Teil bei der Auf- 
zucht Verluste eingetreten. Diese waren aber immerhin nicht allzu 
bedeutend. Nur Ratte Nr. 7035 hatte von ihren zehn Jungen nur fiinf 
aufgezogen. Am besten hatte zweifellos die Gruppe III — 20°, Fleisch- 
eiweiB — abgeschnitten. Hier waren mit Ausnahme der Ratte Nr. 6980 
(Frischfleisch roh), bei der von acht Tieren eines starb, alle Jungen groB- 
gezogen worden. Man wird hier deutlich darauf hingewiesen, daB die 
Ursache der friiheren Fehlergebnisse in der gereichten EiweiBmenge 
zu suchen ist. Der Verlauf des Versuchs bei den Gruppen I zeigt weiter, 
daB die Zugabe des MilcheiweiBes das Eiweif der Ration nicht voll- 
standig ausreichend zu gestalten vermochte. Auch in dieser Gruppe 
sind immer noch Jungtiere gestorben, und sie unterscheidet sich nicht 
wesentlich von der Gruppe mit 15°, Fleischeiwei8 allein. 


4. Fortpflanzungsversuch. 
Es erschien uns von Wichtigkeit, dieses Ergebnis nunmehr noch- 
mals bestatigt zu sehen. Deshalb wurde ein letzter Fortpflanzungs- 


17® 
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versuch 4 ausgefiihrt. Hierbei wurde in simtlichen Gruppen die E 
weiBmenge auf etwa 20°, erhéht, und zwar erhielt 


Gruppe I: 
10 ° FleischeiweiB 


Mi e j Insgesamt etwa 
vo 9 “Mag rmilchpulver | ee ts é 
‘asel | 19 oO EiweiB 
o Casein } 


10 % Butter, 


5 °%, Palmin + Vigantol, 
8 %, Salzgemisch 2, 


56,5°,., Starke, 


0,3 ¢ Hefe taglich. 
Gruppe II erhielt: 

15°%, FleischeiweiB | Zusammen 21,5°, EiweiB 
5°, Casein J (N . 6,25 gerechnet). 


Die stickstofffreien Bestandteile und die Hefezulage blieben div 
selben. Ebenso war dies bei Gruppe III und IV der Fall, die beid 


20°, FleischeiweiB erhielten. Nach achttagiger Verfiitterung wurden 
die Tiere gepaart. Die Weibchen wurden sehr schnell trachtig und wurden 


dann in mehrfach geschilderter Weise wieder in Einzelkafigen gehalten 
Das Ergebnis ist in Tabelle VIII zusammengestellt. 


Tabelle VIII. 





Frisches Fleisch Gefrorenes Fleisch 
Gruppe Ratte Shcisieddtinan Auf- Ratte Sian Auf 
Nr. gezogen Nr. gezoger 

) 

I { 6978 6 6 6998 2 2 

\ 7061 8 8 7120 é 3 

ll 6979 4 4 7003 1 1 

sah 7062 3 3 7121 3 3 
0 

m ! 6980 3 3 7067 4 4 

| 7063 4 4 7008 3 3 

IV { 6984 5 5 7068 ) 4! 

| 7040 3 3 7009 4 4 

1 {6985 7 7 7004 7 7 

| 6990 9 y 7035 4 4 

II { 6986 8 8 7075 5 S 

Lock Li 7115 12 12 7002 5 5 

gekocht rea “7 . . 

A Ill { 7039 6 6 1074 6 6 

| 7014 7 7 7010 sS 8 

IV { 7114 4 4 7073 5 5 

| 7033 11 11 7069 7 7 





Das Ergebnis entspricht in der Tat den auf Grund des Verlaufe: 
des Fortpflanzungsversuchs 3 gehegten Erwartungen. Alle Tiere sil 
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tragend geworden, und alle Tiere haben ihre Jungen groBgezogen. 
Nur bei Ratte Nr. 7068 wurde eines der Jungen kurz nach dem Werfen 
ot aufgefunden. Es ist nach dem Verlauf dieses Versuchs wohl als 
icher dargetan, daB das ungiinstige Paarungseigebnis der friiheren 
Versuche auf die geringe FleischeiweiBmenge der Ration zuriickzufiihren 
st. Es ist dazu noch darauf hinzuweisen, da® eine Erginzung des Fleisch- 
eiweiBes durch Magermilchpulver oder Casein, wie sie in den Gruppen I 
ind II erfolgt ist, kein offensichtlich zutageliegendes besseres Fort- 
pflanzungsergebnis gezeigt hat als die Gruppen III und IV, die nur 
etwa die gleiche Menge MuskelfleischeiweiB erhalten hatten. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Auf unsere Fragestellung, ob durch die Zubereitung des Fleisches 
durch Kochen oder durch Einfrieren und Aufbewahren in gefrorenem 
Zustand Schaidigungen des Nahrwertes eintreten, geben diese Ergebnisse 
eine befriedigende Antwort, die mit jener, die aus den Wachstums- 
versuchen geschlossen wurde, iibereinstimmt. Deutliche Unterschiede 
zwischen den einzelnen als EiweiBquellen verwendeten Fleischsorten 
sind offensichtlich nicht vorhanden. Man wird also wohl bei aller 
Vorsicht sagen kénnen, da mit der hier angewendeten Methodik des 
langdauernden Fiitterungs- und Fortpflanzungsversuchs Unterschiede 
im Nahrwert von rohem und zubereitetem Fleisch oder zwischen rohem 
und Gefrierfleisch nicht festzustellen sind. Es ist vielleicht noch darauf 
hinzuweisen, daB bei den Fortpflanzungsversuchen die GréBe der Wiirfe 
etwas unbefriedigend. erscheint, und man kénnte es vielleicht als wiin- 
schenswert bezeichnen, auch die Anzahl der geworfenen Jungen mit 
in Beriicksichtigung zu ziehen. Es scheint uns ein solcher Weg, noch 
tiefer in das behandelte Problem einzudringen, zweifellos geboten, 
nur mute er dann an einer weit gréBeren Anzahl von Ratten durch- 
gefiihrt werden. Die individuellen Unterschiede sind nach allen Er- 
fahrungen, die wir selbst besitzen, nicht unbetrachtlich, und es ist 
weiter auch zu _ beriicksichtigen, daB die Ratten bei der immerhin 
raschen Aufeinanderfolge der Wiirfe erheblich in Anspruch genommen 
werden. Dies wird bei dem einen Tier mehr, bei dem anderen weniger 
der Fall sein, und so kénnen leicht Unterschiede in der Wurfzahl durch 
andere physiologische Zustande der Ratten beeinfluBt werden, als es 
die Ernahrung ist. Alle solche Einfliisse sind schwer zu erkennen und 
entziehen sich der Beeinflussung durch den Experimentator. Es kénnte 
ihnen nur durch eine sehr umfangreiche Versuchsanstellung entgegen- 
gearbeitet werden. Trotz der ungeheuren Anzahl von Versuchen, 


die zur Erforschung der Ernahrungsverhaltnisse in langdauernden 
Fiitterungsversuchen ausgefiihrt worden sind, iiberblicken wir die 
Eigenart, das iiberaus feine Reaktionsvermégen des verwendeten 
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lebendigen Testobjektes, der Ratte, noch zu wenig, um alle mégliche: 
feinen Unterschiede genau zu erkliren und zur Sicherung des exakte: 
Ergebnisses verwenden zu kénnen. Wir stehen auch hier trotz alle: 
ungeheuren Arbeit, die geleistet worden ist, noch am Anfang de 
Methodik. 


Noch etwas anderes aber zeigt der Versuch. Er zeigt namlich 
daB eine FleischeiweiBmenge, die geniigt, um gutes, ja man kann 
sagen, optimales Wachstum von jungen Ratten hervorzurufen und 
sie zu fortpflanzungsfihigen jungen Tieren zu entwickeln, noch nicht 
zu geniigen braucht, um Fortpflanzung und Aufzucht der Jungen zu 
erméglichen. Hierzu sind reichlichere FleischeiweiBgaben nétig. Dies 
entspricht in schéner Weise den Ergebnissen von Slonaker!, dir 
wahrend der Ausarbeitung dieser Versuche, die die Zeit von Januar 
1930 bis September 1931 in Anspruch nahmen, erschienen sind 
Slonaker fiitterte mehrere Gruppen von Ratten mit zunehmenden 
EKiweiBmengen, welche von 10 iiber 14, 18, 20 bis 26°, anstiegen. E: 
konnte durch Studium der Wurfergebnisse, der Aufzucht und der 
Stillfahigkeit der Miitter feststellen, daB diejenigen Tiere die besten 
Resultate erzielten, denen 14°, EiweiB in der Ration gegeben worden 
waren, wobei sich die EiweiBmenge aus 38°, pflanzlichem und 62° 
tierischem Eiweif zusammensetzte. Auch Slonaker zeigte also, dal 
mit 10°, dieses gemischten EiweiBes, welches vielleicht qualitatiy 
noch hochwertiger als unser reines Muskelfleisch gewesen ist, die Fort 
pflanzungsergebnisse noch nicht befriedigend waren und daB auch 
héhere Mengen, die iiber 14°, lagen, nicht mehr so giinstig abschnitten 
Bei unseren Versuchen mit tierischem Eiwei waren die gewahlten Ab- 
stufungen nicht so fein wie die in der Slonakerschen Arbeit. Immerhin 
kamen auch wir mit 10% Eiwei8 nicht zu befriedigender Fortpflanzung 
‘und erreichten das Optimum erst bei 20°,iger Zufuhr. In unseren 
Versuchen wurde also eine héhere prozentische Eiwei$zufuhr bendtigt 
Dies deutet darauf hin, daB8 doch trotz der allgemein bekannten und 
durch K. Thomas erstmalig erwiesenen hohen biologischen Wertigkeit 
des MuskelfleischeiweiBes in ihm ein EiweiB optimaler Qualitat noch 
nicht vorliegt. Hierzu bringt eine kiirzlich erschienene Arbeit von 
Mitchell und Smuts? eine interessante Bestatigung. Diese Autoren 
verfiitterten eine synthetische Diadt, die 8°,, Rindfleischprotein und 1 ‘ 
Hefe als EiweiBquelle enthielt. Dieses EiweiBgemisch konnte durc! 
Cystinzugabe deutlich verbessert werden. Gaben die Autoren abet 
20°, Protein, so war eine Cystinzugabe wirkungslos. Dies gibt div 


1 I. R. Slonaker, Amer. J. of Physiol. 96, 547, 1931; 97, 322, 1931; 
The Offspring (ebenda 97, 573, 1931); 97, 626, 1931. 
2 H.H. Mitchell u. D. B. Smuts, J. of biol. Chem. 95, 262. 
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Erklarung fiir die durch Slonaker und unsere oben mitgeteilten Befunde 
ufgedeckten Verhaltnisse. Wenn wir Cystin als die die Qualitat des 
MuskeleiweiBes bestimmende Aminosadure anerkennen, so wiirde eine 
Vermischung mit cystinreichen anderen EiweiBkérpern bereits bei 
einem unter 20°, liegenden EiweiBgehalt, also etwa einem, der den 
Slonakerschen Versuchen entspricht, optimale Fortpflanzung ermég- 
lichen. Bei reicher Fleischgabe werden nach Mitchell und Smuts erst 
20°, wie es in unseren Versuchen tatsachlich der Fall war, die aus- 
reichenden Cystinmengen zufiihren. Es mag dahingestellt bleiben, 
ob nicht neben Cystin noch andere Aminosauren eine Rolle spielen. 
Jedenfalls zeigen die Versuche, daB auch eine so hochwertige Eiweib- 
quelle wie das Fleisch in gréBeren Mengen zur Fortpflanzung benétigt 
wird, als zur Erzielung und Erhaltung besten Wachstums. Fiir praktische 
Ernahrungsfragen erwachsen hieraus gewisse Folgerungen fiir die 
Hohe der EiweiBzufuhr, die Beachtung und weiteres Studium zu er- 
fordern scheinen. 


Zusammenfassung. 


1. In langdauernden Fiitterungsversuchen an jungen wachsenden 
{atten, an die sich Fortpflanzungsversuche anschlossen, wurde gezeigt, 
daB es gelingt, mit einer gemischten synthetischen Diat, die als einzige 
EiweiBquelle 10°, MuskelfleischeiweiB (Rindfleisch, Hammelfleisch) 
enthalt, bestes Wachstum zu erzielen. Unterschiede im Nahrwert des 
MuskelfleischeiweiBes, wenn dieses roh, gekocht und gebraten verab- 
reicht wurde, konnten nicht nachgewiesen werden. bensowenig waren 
Unterschiede zwischen Frischfleisch und Gefrierfleisch vorhanden. 

2. Die Zufuhr von 10°, EiweiB geniigte aber nicht, um befriedigende 
Fortpflanzung zu erzielen. Hierzu muBten 20°, FleischeiweiB gegeben 


werden, wobei ein teilweiser Ersatz des FleischeiweiBes durch Casein 
oder Milcheiwei8 ohne deutlichen EinfluB war. Auch bei der Fort- 
pflanzung konnten keine Unterschiede zwischen Gefrierfleisch und 
Frischfleisch, roh und zubereitet, festgestellt werden. 


| 
| 
| 
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Das Schicksal intravendés injizierter Phosphatide. 


Von 
Lydia Pasternak und Irvine H. Page. 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fii 
Psychiatrie, Kaiser Wilhelm-Institut, Miinchen.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Schon vor etwa 30 Jahren erfreute sich die parenterale Fettzufuh: 
hauptsachlich nach den Versuchen von v. Leube! aus verschiedenen 
Beweggriinden groBer Beliebtheit. Zum Teil hoffte man auf diese Weise 
unter Umgehung der langwierigen Verdauungsarbeit bei Verfiitterung, 
dem Organismus die notwendigen Fette zuganglich machen zu kénnen 


Es wurden subcutane Injektionen (W¢nternitz*, Henderson und Crofutt®, 
Mills*, neuerdings Koehne und Mendel*) und intravenése (Koch*®, Rabbeno’, 
Chamberlain®, Mansfeld®, Scheffer’®, Bodo und Scheffer™, Bodo und Készeq**, 
Saal und Donath', Higgins und Wilhelmy'*, Page und Allen), Injektionen 
gemacht, wobei meistens Emulsionen aus natiirlichen tierischen oder 


1 von Leube, ,,Handbuch der Ernahrungstherapie’; E£. v. Leyden, 1898; 
von Leube, 13. KongreB fir innere Medizin 1895, 8S, 418. 

2 H. Winternitz, Zeitschr. f. klin. Med. 50, 80, 1903; 23. Kongre8 fiu 
innere Medizin 1906, S. 529. 

3 G. Henderson u. E. Crofutt, Amer. J. Physiol. 14, 193, 1905. 

' L. H. Mills, Arch. Int. Med. 7, 694, 1911. 
M. Koehne u. L. B. Mendel, J. Nutrition 1, 399, 1929. 
® H. Koch, Deutsch. Zeitschr. f. Chir. 186, 273, 1924. 
7 A. Rabbeno, Arch. per le scienze med. 38, 258, 1914. 
8 E. N. Chamberlain, J. of Physiol. 66, 249, 1928. 
® G, Mansfeld, Pfliigers Arch. 129, 46, 1909. 
10 LL. Scheffer, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 134, 66, 1928. 
 R. Bodo u. L. Scheffer, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 124, 326. 1927 
12 R. Bodo u. F. Készeg, ebenda 101, 305, 1924. 
13 PP. Saal u. F. Donath, Wien. med. Wochenschr. 1924, S. 1423 u. 1682 
4G. M. Higgins u. C. M. Wilhelmy, Amer. J. Med. Sc. 178, 805, 1929 


15 J. H. Page u. E. V. Allen, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 152, 1. 


1930. 
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pflanzlichen Fetten oder Olen, oder auch Gemische (wie ,,Janol* usw.) 
ind jodierte Ole zur Anwendung kamen. Die alteren Experimente be- 
schaftigten sich auch viel mit der Frage der Fettinfiltration in Stiicke ver- 
schiedener, in das Peritoneum implantierter Organe (Dietrich', Naka- 
hima*, da auch weitere Literatur). (DaB Ole in Substanz nicht leicht 
resorbiert werden, speziell vom Thorax nicht, zeigen z. B. Erfahrungen 
nit dem sogenannten Oleothorax in der Collapstherapie der Lunge, z. B. 
ei Loewenthal*.) 

Von den meisten Untersuchern wurde, im Bestreben, den Lipoid- 
vorrat des Koérpers zu erhéhen, Neutralfett als Beférderungsmittel 
yvewahlt; dabei gilt im allgemeinen die Ansicht, daB die Fettsauren 
gerade in dieser Form gewéhnlich am stabilsten und, infolge der physi- 
kalischen Eigenschaften des Neutralfettes, zu leichter Assimilation 
am wenigsten geeignet sind. Es tritt ja Neutralfett im Organismus 
normalerweise in der Hauptsache als Reservematerial auf, das, zu- 
sammen mit anderen Reservelipoiden, vom Stoffwechsel, soweit bekannt, 
fiir kiirzere oder langere Zeit ausgeschlossen ist‘. 

Das Hauptmerkmal der Lipoide in diesem Zustand ist ihre Wasser- 
unléslichkeit. Damit das Fett oder allgemein die Lipoide, am Stoff- 
wechsel wieder teilnehmen kénnen, ist es notwendig, daB diese ihre 
Haupteigenschaft schwindet und sie ,,wasserléslich’’ werden. Streng 
genommen ist die Wasserléslichkeit auch dann noch ein relativer Be- 
griff; wir verstehen hierunter die Fahigkeit des Lipoids, sich leicht 
in der wasserigen Phase zu verteilen (kolloid oder anderswie), so dab 
das Ganze homogen und diinnfliissig ist und imstande ist, die Zell- 
membran der zu ernahrenden Zelle zu durchdringen. 

Die groBe Labilitaét, die leichte Oxydierbarkeit der Phosphatid- 
molekiile (nach Warburg® sind die Phosphatide das bevorzugte Material 
der Zelloxydationen), die Leichtigkeit, mit der Phosphatide sich in 
Wasser emulgieren lassen, und die Bestandigkeit dieser Emulsionen, 
alles das legte es nahe, die Phosphatide als diejenige Lipoidform 
anzusehen, deren der Organismus sich mit Vorliebe zum Transport 


1 A. Dietrich, Deutsch. pathol. Ges. 9, 212, 1905. 

2 K. Nakashima, Pfliigers Arch. 158, 307, 1914. 

3 M. Loewenthal, Klin. Wochenschr. 9, 372, 1930; Beitr. Klin. Tuberk 
72, 575, 1929. 

4 Nur ausnahmsweise, nach fettreichen Mahlzeiten, treten im Blute 
die sogenannten Chylomikronen (.,Blutstaub‘) auf, die wohl zum gréBten 
Teil aus Neutralfett bestehen; wenn auch das Blut imstande ist, diese 
feinen Trépfchen in Suspension zu erhalten, ist es unwahrscheinlich, da 


die Hauptmasse des Fettes auf diese Weise transportiert werden sollte. 
Allerdings scheint in neuester Zeit die Bedeutung des Neutralfettes fiw 
den Stoffwechsel mehr in den Vordergrund zu treten; vgl. z. B. die Arbeiten 
von R.G. Sinclair (J. of biol. Chem. 1930 bis 1932). 

5 EB. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 231, 1914. 
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der Fettsiuren und als Zwischenstufe bei der Fettverwertung bedient 
(vgl. auch Leathes', Wacker und Hueck?, Leites*, Sinclair und Bloor 
Jost® u. a.). 


Das ist der Grund, warum wir fiir unsere Versuche das Phos 
phatid Kephalin als Injektionssubstanz wahlten. 


Den Kern unserer Untersuchungen bildete zunachst die Frag: 
nach der Roile der Lipoide fiir die Ernahrung des Gehirns. Schor 
friiher wurde hin und wieder versucht, den Phosphatidgehalt des 
Gehirns vornehmlich durch orale Phosphatidzufuhr zu_beeinflussen 
die dabei gewonnenen Resultate waren jedoch nicht einheitlich und 
meistens wenig iiberzeugend, so daS uns eine Uberpriifung diese: 
Frage niitzlich erschien. Wir glaubten auch, daB es vielleicht méglich 
wire, bei exogener Gefahrdung das Zentralnervensystem durch Dar 
reichung groBer Mengen der erforderlichen Lipoide vor Schadigung 
zu schiitzen, etwa so, wie die Leber durch Glucose vor CCl,-Vergiftung 
geschiitzt wird. (Voraussetzung ware allerdings, daB die Lipoide im 
Gehirn aufgenommen werden.) Auch hofften wir, daB es gelingen 
wiirde, den groBen calorischen Wert der Fette auf dem Wege der paren- 
teralen Ernahrung auszunutzen. 

AuBer den Grundversuchen, die darin bestanden, daB Kaninchen 
akute oder chronische Kephalininjektionen bekamen und wir den 
Weg des Kephalins dann weiter verfolgten, wurden von uns anfangs 
einige orientierende Versuche auch mit anderen Tieren (Meerschwein- 
chen, Ratten) und anderen Lipoiden (verschiedenen Fettséuren, Cere- 
brosiden, Lanolin usw.), die subcutan oder intraperitoneal gegeben 
wurden, durchgefiihrt. Mit wenigen Ausnahmen wurden dann die 
Tiere nicht chemisch, sondern nur histologisch untersucht. Uber diese 
Versuche werden wir kurz im Anhang berichten. 

Bevor wir nun zur Darstellung unserer Phosphatidversuche treten, 
méchten wir noch kurz einen Blick auf die bis jetzt in ahnlicher Richtung 
durchgefiihrten Arbeiten werfen. 

Da sind zuerst die Bestrebungen verschiedener Forscher, den Phos- 
phatidgehalt des Gehirns durch orale Zufuhr von Phosphatiden zu erhéhen 
So verabreicht Franchini® Kaninchen Lecithin mit negativem Erfolg, 
beobachtet jedoch Lecithinvermehrung in der Leber; Salkowski’ hingegen 


1 Leathes, the Fats, London 1908. 

2 Wacker u. Hueck, diese Zeitschr. 100, 84, 1919. 

3 S. Leites, ebenda 1927 und 1928. 

* R. Sinclair u. R. W. Bloor, Amer. J. of Physiol. 90, 516, 1929. 
5 H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 197, 90, 1931. 

6 Franchini, diese Zeitschr. 6, 211, 1907. 

7 E. Salkowski, ebenda 51, 407, 1913. 
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findet nach Kephalingabe keine P-Erhéhung in der Leber, eine geringe 
Erhéhung im Gehirn, eine ebensolche im Harn; die Resultate sind nicht 
zahlreich und wenig beweisend. Nach Naito! bewirkt Lecithin bei normalen 
und avitaminésen Tauben keine Erhéhung des P-Gehaltes im Gehirn. 
Eichholtz? verfiittert an Hunde Wittes ,,Lecithin’’ und stellt fest, daB der 
Gehalt an Lipoid-P im Blute nach 2, 4 und 6 Stunden eine schwache Zu- 
nahme erfahrt, der Fettgehalt aber praktisch konstant bleibt. Leites® 
bestatigt es und zeigt, daB der Anstieg des Lipoid-P nach Lecithin nicht 
groBer ist als nach einer gewO6hnlichen Olivenélmahlzeit; er konnte auch 
keine Lipoid-P-Erhéhung in der Pfortader und im rechten Vorhof fest- 
stelien und schlieBt daraus, daB durch Verfiitterung von Phosphatiden kein 
Effekt, der speziell diesen Substanzen zuzuschreiben ware, hervorgerufen 
wird. Rewald‘ verfiitterte ungeheure Quantitiéten Handelsphosphatide 
an zwei Hunde 6 und 15 Monate lang; iiber 90°,, wurden resorbiert und 
der Lipoid-P wurde bei den Versuchshunden in Gehirn, Leber, Niere und 
Blut héher als bei dem nicht naher beschriebenen Kontrollhund gefunden: 
die Organe waren sehr fettreich, der Hund, der 15 Monate mit Phosphatiden 
gefiittert wurde, zeigte jedoch keinen héheren Phosphatidgehalt als der 
6 Monate damit gefiitterte, so daB Rewald annimmt, der tierische Korper 
kénne mit Phosphatiden gesattigt werden. Serejski® fand, daB orale oder 
subcutane Verabreichung von Phosphatiden aus Hunde- oder Ochsenhirn 
(,,.Promonta‘‘) den Phosphatid- und Cholesteringehalt im Hundegehirn 
erhéht, und betont die Organspezifitat der Phosphatide (vgl. Sachs®). 
Schmitz und Hiraoka? suchen die B-Avitaminose der Tauben durch Phospha- 
tide zu beeinflussen; es gelingt ihnen kaum durch Verfiitterung, wohl aber 
durch subcutane Injektion von Eilecithin, das Leben der Tauben ,.ganz 
bedeutend zu verlangern und das Offenbarwerden der auBeren und inneren 
Krankheitserscheinungen nicht unwesentlich hinauszuschieben**. In den 
Refunden am Gehirn tritt allerdings kein greifbarer Unterschied zwischen 
den behandelten und unbehandelten Tauben hervor. Schmitz und Kimmel- 
stiel® wiederholen diese Versuche in Anbetracht der Organspezifitit statt 
mit Ei- mit Gehirnphosphatiden, jedoch mit vollkommen negativem Erfolg; 
sie versuchen ihn dadurch zu erklaren, da8 die Gehirnphosphatide vielieicht 
einen schwer zu entfernenderi hemmenden Begleitstoff enthalten, der 
ihre Ausniitzung im Stoffwechsel erschwert. Jost® macht Durchstrémungs- 
versuche mit Herzkephalin an isolierter Hundeleber und untersucht die 
Einwirkung auf den O,-Verbrauch, CO,-Ausscheidung, die Ketonkérper 
und Zuckerbildung, Verteilung des Phosphatids auf Blut und Leber, 
Phosphorséureabspaltung usw.; er kommt zu dem Schlu8, daB aus dem 
Fettséureanteil der Phosphatide in der Phlorrhizinfettleber Zucker ge- 
bildet werden kénne und daB die Phosphatide vom Organismus als Zwischen- 
produkt bei dem Abbau der héheren Fettséuren gebildet werden. 


~ 


H. Naito, diese Zeitschr. 142, 393, 1923. 

F.. Eichholtz, ebenda 144, 66, 1924. 

S. Leites, ebenda 184, (273, 300), 310, 1927. 

B. Rewald, diese Zeitschr. 198, 103, 1928; 208, 179, 1929. 
M. Serejski, ebenda 201, 292, 1928. 

Sachs, Klin. Wochenschr. 1, 880, 1922. 

E. Schmitz u. T. Hiraoka, diese Zeitschr. 193, 1, 1928. 
E. Schmitz u. P. Kimmelstiel, ebenda 223, 323, 1930. 
H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 197, 90, 1931. 
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Experimenteller Teil. 


Das Kephalin, das wir zu unseren Versuchen verwendeten, wurde au: 
Menschengehirn nach den Angaben von Page und Biilow' bereitet. Es 
besaB die Jodzahl 79 und wurde unter Alkohol im Eisschrank aufgehoben 

Anfangs versuchten wir, vermittelst verschiedener Hilfslésungsmitte 
einwandfreie Kephalinemulsionen zu erhalten: von den nicht toxischen 
organischen Lésungsmitteln bewahrten sich hierzu am besten 50°, Athylen 
glykol oder der Athylather des Dihydroxyathans (Mr. Burnett von det 
Glyko Produkts Co. Brooklyn N. Y. stellte uns freundlichst Glycopon X 8 
zur Verfiigung), oder auch 20 bis 40°,,ig. Glucoselédsungen. Wenn auch dies« 
Zusatze die Emulgierung erleichterten, war ihre Gegenwart nicht un 
bedingt notwendig, so daB wir dazu iibergingen, rein wasserige Emulsionen 
zu bereiten. Das Kephalin wurde im kleinsten Volumen Ather gelést, mit 


dem ganzen Volumen Wasser auf einmal versetzt, das Ganze auf de! 
Schiittelmaschine geschiittelt und der noch vorhandene Ather wenn 
notig mit CO, vertrieben. Dann wurde die Emulsion durch Gaze filtriert 


und eventuell kurz zentrifugiert. Aber auch dieses Verfahren hatte noch 
seine Nachteile und wurde zuletzt durch ein noch einfacheres und besseres 
ersetzt: das unter Alkohol aufbewahrte Kephalin muB8te nur vom Alkohol 
befreit, fein geschnitzelt mit dem notwendigen Volumen Wasser geschiittelt 
werden; so erhielten wir eine von lastigen Luftblaschen fast ganz freie 
Emulsion, die nach Filtrieren durch Gaze und (nicht immer notwendigem) 
Zentrifugieren von den Kaninchen anstandslos vertragen wurde. 

Die MiBerfolge, die wir bei unseren ersten Injektionen hatten (einige 
Kaninchen starben kurz nach der Injektion), wurden durch mancherlei 
Momente verursacht. Achtet man darauf, daB die Emulsionen vollkommen 
homogen sind (geniigend lange schiitteln, filtrieren!), auch nicht die ge- 
ringsten Luftblasen enthalten (diese haften besonders hartnackig an den 
Wandungen der Spritze; Zentrifugieren der Loésungen leistet oft gute 
Dienste), keine toxischen (Petrolatherreste usw.) Beimengungen enthalten, 
injiziert man sehr langsam und gleichmaéBig, so sind ungefahr alle Gefahren- 
momente beriicksichtigt. 

Unsere Versuche wurden zum Teil akut mit einmaliger Kephalin- 
injektion —, zum Teil chronisch iiber langere Zeitperioden durch 
gefiihrt; die Versuchs- und Kontrollkaninchen wurden immer ganz gleich 
behandelt und bekamen die iibliche Laboratoriumskost, bestehend aus 
Heu, Riiben und Hafer; fiir die Injektionen bewahrten sich am besten, 
besonders fiir akute Versuche mit groBen Kephalinmengen, 20°,ig. Emul 
sionen; noch konzentriertere sind zu zahfliissig; weniger konzentrierte 
erfordern allzu groBe Fliissigkeitsmengen. Wo es nicht auf groBe Kephalin 
dosen ankam, verwendeten wir auch 10°,ig. Emulsionen. Die jeweils 
gebrauchten Emulsionen wurden stets frisch bereitet und den Kaninchen 
in eine der Ohrvenen langsam injiziert. 

Kleine Kephalindosen, auch chronisch gegeben, beeintrachtigten das 
Wohlbefinden und die Gewichtszunahme der Tiere nicht; nach sehr groBen 
akuten Kephalinmengen waren die Tiere zunachst etwas matt; im Blute 
konnte manchmal schwache Héamolyse beobachtet werden (siehe Brini 
mann?); in einem Falle sahen wir im Anschlu8 an eine groBe Kephalindosis 
Ikterus auftreten. Im allgemeinen aber erholten sich die Tiere recht bald, 


1 J. H. Page u. M. Biilow, Zeitschr. f. physiol. Chemie 194, 166, 1931 
2 R. Brinkmann, Arch. neerl. d. Physiol. 9, 425, 1924. 
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so daB, soweit wir feststellen konnten, keine ausgesprochen schadlichen 
Folgen hinterblieben. 

Der Weg des Kephalins im Organismus wurde von uns vorerst nur in 
ler Weise verfolgt, daB wir die Anderungen im Lipoidgehalt des Blutes 
und einiger Organe (Leber, Herz, Gehirn, Muskel) nach verschiedenen Zeit 
ntervallen bestimmten. Die Methodik war dabei die gleiche wie bei unseren 
friiheren Arbeiten! (gelegentlich wurde auch die P-Ausscheidung im Harn 
intersucht). 

Die Fortsetzung der Untersuchungen in anderen Richtungen (vor 
illem auch in Fragen des allgemeinen Stoffwechsels) méchten wir uns fiw 
weitere Arbeiten vorbehalten. 


Akute Kephalinversuche. 


In der Tabelle I sind die Werte zusammengestellt, die wir bei der 
Untersuchung des Plasmas von kephalinbehandelten Kaninchen erhalten 
haben. (Das Blut wurde durch Herzpunktion gewonnen.) In der ersten 
Kolonne sind die Versuchsnummern angegeben, in der zweiten die Mengen 
des injizierten Kephalins in Gramm pro Kilogramm K6érpergewicht, in der 
dritten die nach der Injektion verflossenen Zeiten: hier schreiben wir Null 
fiir die erste Blutentnahme, die unmittelbar vor der Injektion stattfindet. 
In den nichsten sechs Kolonnen folgen die Analysenwerte, und zwar fiir 
Gesamtfett, Fettséuren, Cholesterin, Phosphatide® (in Milligramm pro 
100 cem Plasma), Jodzahlen des Gesamtfettes und der Fettséuren: die 
letzte Kolonne enthalt Bemerkungen. Die Versuche sind nach steigenden 
Zeitintervallen angeordnet. Bei der Betrachtung der Ergebnisse miissen 
wir zwischen kleinen und groBen Kephalindosen unterscheiden. 

Die ersten zwei Versuche (mit mittleren Kephalingaben), 2 und 4 Mi 
nuten nach der Injektion, zeigen naturgemaéB eine kolossale Vermehrung 
(um das 10- und 20fache) der Phosphatidfraktion (und auch der iibrigen 
Lipoide) im Blute; bei Nr. 263 (am 7. Februar) mit der gleichen Dosis ist 
nach 20 und 45 Minuten die Erhéhung schon etwas geringer. Nr. 253 mit 
0.2kg zeigt nach 10 Minuten ungefahr Verdopplung seines Phosphatid- 
gehaltes, ebenso Nr. 264 (gleiche Dosis) nach 20 und 45 Minuten; hier sehen 
wir schon (wie in den meisten weiteren Versuchen) die mit der Zeit fort 
schreitende Tendenz der Phosphatide, zur Norm zuriickzukehren. Alle 
iibrigen Kaninchen mit kleinen Kephalindosen (Nr. 255, 261, 263, 254, 
254, 255), die '/, bis 5 Stunden nach der Injektion untersucht wurden, 
zeigen nur noch ganz kleine Schwankungen im Lipoidgehalt des Plasmas, 
der manchmal bereits unter die Norm absinkt (z. B. Nr. 255 am 26. Januar 
und Nr. 254 am 19. Januar). 

Kleine Mengen intravenés injizierten Kephalins sind bereits nach 
'/, Stunde im Kreislauf nicht wiederzufinden. 


1 J. H. Page, L. Pasternak u. M. L. Burt, diese Zeitschr. 231, 113, 1931; 
223, 445, 1930. 

2 In Anbetracht der von Boyd (J. of biol. Chem. 91, 1, 1931) geéuBerten 
Bedenken haben wir die von uns gebrauchte Methode an einem phosphatid 
armen Muskelextrakt iiberpriift, indem wir einmal von 10 cem, das andere 
Mal von 30cem Alkoholextrakt ausgingen. Wir erhielten beide Male das 
gleiche Endresultat. Ubrigens, sollte auch Boyd in seinen Befiirchtungen 
Recht haben, so kann das unsere Versuchsergebnisse nicht treffen, da die 
zur Oxydation gelangenden Phosphatidmengen in unseren Versuchen nie 


unter 2 mg lagen. 
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T abe lle I. 
Akute Kephalinversuche. 
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Anders steht es mit gréBeren Injektionsmengen. Nr. 504, 250, 249, 51 
zeigen auch nach 2 Stunden noch ein Plus an Phosphatiden von 30 bis 70° 
und bei den mit 1,5 g/kg injizierten Kaninchen (Nr. 526, 537, 532, 536, 534 
541) finden wir auch nach einigen Tagen noch erhéhte Phosphatidwertd 
die nur éuBerst langsam zur Norm zuriickkehren. So besteht z. B. fad 
kein Unterschied zwischen den nach 15 Stunden oder 5 Tagen untersuchted 
Tieren. An und fiir sich waren die Phosphatidwerte nicht abnorm hoch 
so sehen wir z. B. bei Nr. 532 vor der Injektion 114 mg/100, bei Nr. 53§ 
15 Stunden nach der Injektion 116, bei Nr. 538 5 Tage nach def 
Injektion 100 —, wohl aber sind sie erhéht gegen den O-Wert bein 
gleichen Tier. Auffallend hoch sind hier aber die Werte fiir Gesamtfet 
Fettsauren und Cholesterin, selbst wenn wir von Nr. 536 absehen, da hic 
anscheinend sekundare Ursachen die abnormen Fettwerte hervorrufe: 

Kaninchen Nr. 542, das insofern eine Sonderstellung einnimmt, als 
es fiir chronische Versuche gebraucht wurde. zeigt 9 Tage nach der letztey 
Injektion von 0,1 g/kg ganz normale Werte fiir alle Fraktionen im Plasm: 
Was die Jodzahlen im Plasma der kephalinbehandelten Kaninchen a1 


Tabelle II. 
Normalkontrollen. 
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betrifft, so kann man kaum von einer regelmaéBigen Beeinflussung derselben 
reden; in einigen Fallen steigen sie, in anderen fallen sie, im groBen und ganzen 
bleiben sie ziemlich konstant. 

Tabelle II enthalt Analysenwerte fiir das Plasma einiger Normal- 
kontrollen. 

AnschlieBend an die akuten Plasmawerte méchten wir jetzt auch die 
nach akuten Kephalingaben an Organen gemachten Befunde erértern, 
wenn auch die Reihenfolge unserer Versuche in Wirklichkeit eine andere 
war. Wir hatten namlich zu Anfang mit kleineren und mittleren Kephalin- 
dosen gearbeitet, und zwar zuerst nur das Blutplasma untersucht (von den 
Organen wurden gelegentlich Schnitte verfertigt); dann kamen die chroni 
schen Versuche, auch nur mit kleinen Kephalingaben, wobei wir hier, bei 
der Untersuchung der Organe, unser Hauptaugenmerk auf die Gehirn 
und Leberfettwerte richteten. Nun war es von vornherein klar. daB, wenn 
nicht mit der Zeit eine Speicherung der Phosphatide in diesen Organen 
stattfindet. wir nie imstande sein werden, so kleine Kephalinmengen in 
den an sich so fettreichen Organen wiederzufinden. Eine Kaninchenleber 
mit einem mittleren Gewicht von 80 ¢ enthalt ungefahr 3 ¢ Fett: um hier 
sichtbare Anderungen hervorzurufen, muS8te man mindestens 1 bis 2 g 
Phosphatide auf einmal injizieren, was wir anfangs als recht gewagt be 
trachteten, was uns aber bei sorgtfaltigem Arbeiten ohne weiteres gelang: SO 
kamen die akuten Kephalinversuche mit groBen Injektionsmengen zustande 
(die gréBte von uns angewandte Einzeldosis enthielt 3,9 g, also beinahe 
4g Kephalin!). 

In der Tabelle LI sind die Ergebnisse dieser akuten Kephalinversuche 
zusammengestellt. Die Anordnung diirfte ohne weiteres klar sein: die 
Analysenwerte fiir die Lipoide sind in Milligramm pro 100g NaBgewebe 
berechnet, das Trockengewicht der Organe in Prozenten; auch hier sind die 
Versuche so angeordnet, daB bei jedem nachsten zwischen Injektion und 
Untersuchung ein gréBerer Zeitabschnitt vorliegt als bei dem vorangehenden. 

Tabelle IV enthalt entsprechende Analysendaten von Normalkontrollen. 

Wir miissen zum Vergleich jeweils alle Einzelwerte von den Organen 
der normalen und der Versuchskaninchen iiberblicken, da fiir diese letzteren 
infolge der verschiedenen Untersuchungszeiten keine Mittelwerte gebildet 
werden diirfen. 

Wir fangen den Vergleich bei dem Muskel an (es wurde stets ein von 
Fett und Bindegewebe freies Stiick des M. gluteus maximus untersucht) 
Wenn die Daten auch nicht sehr zahlreich sind, so kann man doch mit gutem 
Recht behaupten, daB Kephalin im akuten Versuch auf die Muskelwerte 
keinen Einflu8 ausiibt. 

Auch die Herzwerte werden nicht nennenswert von den Injektionen 
verandert. Hier sehen wir gelegentlich etwas hdéhere Trockengewichte 
(besonders hoch bei Nr. 536), denen dann auch héhere Lipoidwerte ent- 
sprechen, so daB, auf Trockengewicht bezogen, kaum noch ein Unterschied 
zwischen den normalen und Kephalinkaninchen besteht. 

Die Jodzahlen sind normal, nur das letzte, nach 9 Tagen untersuchte 
(mehrmals behandelte) Kaninchen Nr. 542 zeigt eine sehr hohe Jodzahl, 
die durch den auffallend niedrigen Fettgehalt erklart werden kann. Bei 
den normalen Kaninchen sehen wir gelegentlich viel héhere, aber auch 
niedrigere Cholesterinwerte, als bei den Versuchskaninchen auftreten, so 
daB diese letzteren einen gleichmaBigeren, ,.normaleren*’ Cholesterinspiege!l 
besitzen. 
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25,07 


26.55 


27,28 


26,87 


23,53 


23,19 


28,39 


Gesamtfett 


3007 


3071 


2704 


2563 


2465 


2600 


2644 


2595 


2336 


2492 


3553 


3035 


2810 


2078 


Herzmuske 


Phosphatide 


Fettsiuren 
Cholesterin 


2906 1756 


2920 151 1788 
2600 104 1572 
2453 110 1510 
2373 92 1613 
1471 129 1354 
2480 164 1690 
2460 135 1640 
2240 96 1915 


2405 116 2260 
2380 112 2066 
3415 138 2388 
2906 129 2082 
2710 100 1838 
1969 109 2053 


_ 


Lh 








Versi 


32. 20 
129 21 

9 21 
128 22 


5 20, 
0 2? 

21 
1) 23, 
9 21, 
8 20 
71 21,4 
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129 21,85 9098 6925 2173/5781 
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Bevor wir uns nun den Gehirnwerten zuwenden, méchten wir hervor 
heben, wie auBerordentlich wichtig es ist, bei der Bearbeitung dieses Organs 
auf eine vollkommene Homogenisierung des Gehirnbreies vor dem Ab 
wagen zu achten (vielleicht ist die von EZ. Backlin' vorgeschlagene Ze 
kleinerungsmethode wirklich die empfehlenswerteste). Wird namlich der 
Gehirnbrei nicht geniigend durchgemischt, so kann es bei der geringen 
Kinwage (0,5 ag) leicht vorkommen, daB nicht der Durchschnitt, sondern 
nur ein Teil des Gehirns, z. B. der Medulla oder des Kleinhirns, zur Unter- 
suchung gelangt. Da die verschiedenen Gehirnteile bei weitem keine gleiche 
Zusammensetzung haben, kénnen auf diese Weise erhebliche Fehler zustande 
kommen; als Beispiel seien hier einige Werte angefiihrt, die wir an zwei 
Kaninchengehirnen erhielten: 





Nr Gesamtfett Jodzahl Trockengew 

Kleinhirn mit Medulla . ; 10 200 59 24.42 

75 eS re 

“fo 1, Grofhirn mit einem Teil der 
| Corp. Quadrigemina ... . 8 025 83 21,97 
| 1, Gehirn gut durchgemischt . 9179 88 

273 1/, GroBhirn .... ; 5. 8 38] 92 
| Medulla ; ; Saale 10 590 86 


Zur Vermeidung dieser Fehler haben wir es vorgezogen (abgesehen von 
sorgfaltigster Zerkleinerung und Durchmischung des Materials), auch gréBere 
Einwagen zu benutzen, so wurden von uns meistens 1 g (oder mehr) mit 
200 cem Alkohol extrahiert. 

Nun zu den Gehirndaten der Tabellen III und IV: Die Gesamtfett- 
und Fettsaurewerte der Versuchskaninchen sind durchaus nicht héher als 
die der normalen (dem Héchstwert 9964 von Nr. 521 entspricht, bei Beriick- 
sichtigung der Trockengewichte, derjenige von Nr. 534 vollkommen!); 
Cholesteringehalt ist gleich, Phosphatidgehalt ebenfalls (auch wieder mit 
je einem abweichenden H6chstwert); Trockengewichte gleich, Jod- 
zahlen bis auf zwei Aushahmen, wo sie bei den Kephalinkaninchen 
(Nr. 516 und 541) héher liegen, auch ungefahr gleich. Wiirde der Lipoid- 
gehalt des Gehirns durch akute intravenédse Kephalininjektionen beein- 
fluBbar sein, so miiBten wir, bei den angewandten Riesenportionen (die 
ausreichen wiirden, das Drei- und Vierfache der gefundenen Werte zu 
ergeben) zumindest eine faBbare Anderung feststellen kénnen. Da das nicht 
der Fall ist, diirfen wir behaupten: Der Lipoidgehalt des Kaninchen- 
gehirns wird im akuten Versuch durch intravenédse Kephalingaben nicht 
beeinfluBt. 

Ganz anders liegen die Verhaltnisse bei der Leber; hier finden wir 
endlich das Organ, das die Phosphatide aus dem Blute abfangt und in dem 
wir diese in groBen Mengen eine Zeitlang wiederfinden kénnen. Schon 
bei unseren ersten Versuchen mit kleineren Kephalindosen, bei denen die 
Organe nur histologisch untersucht wurden, fiel es uns auf, daB die Lebern 
besonders oft recht fettreich waren. Gelegentlich fanden wir einen Fett- 
iiberschuB auch in den Nieren (viel seltener, und viel weniger Fett) oder in 


' E. Backlin, Dissertation Upsala 1930. 
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den Lungen: das waren dann meistens Kephalinpfrépfe, die, in den Lunger 
kapillaren mechanisch zuriickgehalten, als momentane Todesursacl 
erkannt werden konnten. Die Leberschnitte zeigten gelegentlich alle Ube: 
gange zwischen leuchtend rot und matt rosa farbbarem Fett. so daB ma 
den Eindruck gewann, da8 eine Umwandlung von Phosphatiden in Neutra 
fett in der Leber stattfindet. Jedoch traten die Leberverfettungen nic] 
durchweg auf und waren nicht stark genug, als daB man irgendwas darau 
schlieBen konnte. Ganz einheitlich und eindeutig wurden die Befunde erst 
als wir zu den systematischen akuten Versuchen mit gréS8eren Kephali: 
dosen tibergingen, die in der Tabelle wiedergegeben sind. 

Wir sehen hier, gleich bei dem zweiten Versuch (Nr. 517) mit 1,8, 
Kephalin, daB schon 30 Minuten nach der Injektion eine starke Vermehrung 
des Phosphatidgehaltes eintritt, wobei der Fettgehalt der Leber zunachs' 
nur ganz unwesentlich erhéht ist; alle weiteren Versuche (Nr. 504 bis 521 
mit Zeitintervallen von 45 Minuten bis zu 5 Stunden zeigen sehr holy 
Phosphatidwerte, auch Gesamtfett und Fettséuren sind jetzt stark erhdht 
und wenn in den weiteren Versuchen (10 Stunden und mehr) (Nr. 540, 533 
532, 536, 538, 541) der Phosphatidgehalt der Leber zur Norm zuriick 
gekehrt ist und in einem Falle (Nr. 542) bereits unter die Norm absinkt, 
so bleiben die Fettwerte bei den groBen Kephalingaben noch lange erhéht 
so sehen wir bei Nr. 541 (mit 3,7 g Kephalin) noch 6 Tage nach der Injektion 
einen stark erhéhten Fettgehalt, besonders wenn man das niedrigere Trocken 
gewicht beriicksichtigt. Zweifellos spielen hier individuelle Unterschiede 
eine groBe Rolle (deswegen kann man auch keinen streng kurvenmaéBige1 
Verlauf der Phosphatid- und Fettbewegung in diesen Versuchen feststellen), 
denn Nr. 538 mit 3,9 g Kephalin zeigt bereits nach 5 Tagen normale Fett 
werte (allerdings abnorm hohen Cholesteringehalt!).  Kaninchen Nr. 542, 
dem im Laufe von 6 Wochen im ganzen 10,6 g Kephalin injiziert wurden, 
hat 9 Tage nach der letzten Injektion von 2 g eine vollkommen normal aus 
sehende, rotbraune Leber, deren Fettgehalt schon beinahe zu tief ausfallt 
Die iibrigen Analysenwerte zeigen nichts Auffallendes: der Cholesterin 
gehalt ist bis auf zwei Falle (Kaninchen Nr. 536, das ikterisch war, und 
Nr. 538) normal, die Jodzahlen im groBen und ganzen auch, die Trocken 
gewichte meistens normal, in einigen Fallen jedoch recht klein. 

Wir hatten uns bemiiht, soweit es ging, ziemlich gleiche Kaninchen fiir 
Haupt- uad Kontrollversuch gleichzeitig zu verarbeiten, um nach Méglichkeit 
zufallige Fehler auszuschalten. Bei den groBen Schwankungen der Leber 
gewichte kann man aber schwerlich raten, welche Kaninchen gleich schwere 
Lebern haben werden, denn das Koérpergewicht ist hier kein zuverlassige! 
Berater. 

Es wurde Nr. 543 als Kontrolle fir Nr. 540, 541 und 542 gewahlt. 
Nr. 534 fir Nr. 536 und Nr. 525 fiir Nr. 526; diese zwei letzten Kaninchen 
waren wirklich ideal aufeinander abgestimmt, sie hatten gleiches Gewicht. 
gleiches Haarkleid und, wie es sich bei der Sektion erfreulicherweise heraus 
stellte, auch gleich schwere Lebern, so daB an diesen Kaninchen die Kephalin 
wirkung am reinsten bewertet werden kann. 


Chronische Versuche. 


Tabelle V gibt eine Zusammenstellung der Analysendaten von chronisc! 
mit Kephalin behandelten Kaninchen. Auch hier eriibrigt sich die E1 
klarung der Tabellenanordnung. Meist wurden lingere Zeit hindurc! 
kleine Mengen Kephalin injiziert, nur Nr. 505, 506, 545 und 546 erhielte: 
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mittlere, und Nr. 540 und 542 groBe Kephalindosen; diese zwei letzten 
Kaninchen sind bereits bei den akuten Versuchen als ,,.mehrmals akute*‘ 
besprochen worden, der Vollstandigkeit halber werden sie auch hier wieder 
angefiihrt. Bei der Beurteilung der Werte, speziell fir Plasma und Leber, 
mu8 man beriicksichtigen, daB bei den Kaninchen, die bald nach einer 
Injektion gestorben sind oder get6tet wurden, die Folgen der letzten In- 
jektion als akute Werte in Erscheinung treten und die chronischen Wir- 
kungen tberlagern k6énnen. 

Wir fangen unsere Betrachtungen beim Plasma an. Die Nr. 280, 289 
und 290 ergeben genau das gleiche Bild, wie wir es bei den akuten Ver- 
suchen mit kleinen Injektionsmengen gesehen haben; von Nr. 513 ab 
(30 Minuten nach der letzten Injektion) sind die Werte fiir samtliche 
Fraktionen im Plasma bereits normal und bleiben es dauernd, ungeachtet 
der insgesamt iiber langere Zeit injizierten groBen Kephalinmengen. Nw 
zwei Ausnahmen sind vorhanden: Nr. 268 hat einen recht hohen Cholesterin- 
wert, und zwar nicht nur im Plasma, sondern auch in allen Organen', und 
bei Nr. 273 liegt der Phosphatidgehalt knapp an der oberen Grenze det 
Norm, wie auch die Leber- und Herzlipoidwerte bei diesem Kaninchen 
etwas erhéht sind. Im groBen und ganzen aber findet man also keine 
bleibenden Folgen im Plasma der laingere Zeit mit kleinen Kephalinmengen 
gespritzten Kaninchen. 

Bei der Leber finden wir einige héhere Cholesterinwerte!: in einem 
Falle (Nr. 273) einen nicht durch .,akute Uberlagerung** bewirkten héheren 
Gehalt an Gesamtlipoiden, einmal ein niedriges Trockengewicht (Nr. 
bis auf die drei vorletzten Kaninchen (Nr. 506, 542 und 545) sind sonst alle 
Werte fiir alle Tiere normal. Diese Kaninchen jedoch, die erst 6, 9und 11 Tage 
nach der letzten Injektion untersucht wurden, zeigen iibereinstimmend 
recht kleine, fast zu kleine Lipoidwerte fiir Leber und Herz, und entsprechend 
hohe fir das Herz beinahe abnorm hohe Jodzahlen. Es scheint, als 
ob die genannten Organe, durch 6ftere Phosphatidzufuhr gezwungen, Lipoide 
in verstarktem MaBe abzubauen, diese forcierte Tatigkeit eine Zeitlang auch 
dann noch fortsetzen, wenn bereits kein Grund dafiir mehr vorliegt. (Beim 
letzten, 15 Tage nach der Injektion untersuchten Kaninchen ist diese 
Uberkompensation bereits wieder verschwunden. ) 


» 


55); 





Von den zwei Kaninchen Nr. 506 und 542 abgesehen, bieten auch die 
Herzwerte nichts AuBergewohnliches : einem recht kleinen (Nr. 255) Trocken- 
gewicht ist hier ein recht groBes (Nr. 273) gegeniibergestellt, welch letzteres 
fir die abnorme Hohe der entsprechenden Fettwerte verantwortlich ist; 
die iibrigen Trockengewichte sind etwa normal, ebenso auch die Jodzahlen; 
der Gehalt an Gesamtfett, Fettsauren und Cholesterin ist in zwei bis drei 
Fallen etwas erhéht!, sonst ebenso, wie die Phosphatidwerte, normal. 

Nun kommen wir endlich zu der Besprechung der Werte fiir das Organ, 
das uns bei den chronischen Versuchen am meisten interessiert, namlich 
das Gehirn. Wir haben bereits gesehen, da8 durch einmalige Injektion 
von Kephalin die Lipoidwerte des Gehirns nicht, vielleicht aber eben nur 
noch nicht, erhéht werden; vielleicht ist langere Behandlungsdauer, Ofters 
wiederholtes Injizieren kleiner Mengen erfolgreicher ? Nun, die gefundenen 
Werte sind nicht geeignet, diese Vermutung in vollem Umfang zu bestatigen. 


1 DaB solech hohe Werte gelegentlich auch bei normalen Kaninchen 
vorkommen, sieht man z. B. aus der Tabelle VII unserer friiher erwahnten 
Arbeit (diese Zeitschr. 232, 295, 1931). 
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; ~s e2 Dauer 
> i sei e- des 
s6| 2+ Versuchs 
Ni Ete = 
| 20.1. 
280 2330 * bis 10. II. 
(10 Inj.) 
| 16. IL. 
289 2600 a bis 23. II. 
(7 Inj.) 
| 17. II. 
290 2400 7 bis 17. IIT. 
(24. Inj.) 
| 10. VI. 
513 2600 - bis 24. VI. 
(12 Inj.) 
| 28. I. 
255 2220 10) bis 12. II. 
(12 Inj.) 
| 10. VI. 
912 3050 “ bis 1. VII. 
(17 Inj.) 
| 25. I. 
268 3170 at bis 10. II. 
(11 Inj.) 
| 4, MA. 
540 2220 “ bis 12. III. 
(6 Inj.) 
7. VI. 
505 3345 ”" bis 14. X. 
(4 Inj.) 
| 7. IV. 
273 2600 “" bis 16. V. 
(30 Inj.) 
2¢, 1. 
254 ||3170 nes bis 17. IT 
(15 Inj.) 
es 2 
272 2400 a bis 4. V. 
(24 Inj.) 
| rf. 2 
274 3050 " bis 6. V. 
(22 Inj.) 
| 7. VII. 
506 3000 — bis 14. X. 
(4 Inj.) 
1. Il. 
542 | 2335 — bis 11. III. 
(5 Inj.) 
20. IV. 
545 2400 ” bis 3. V. 
(2 Inj.) 
' 20. 1V. 
99 S 
546) 2280 | 66) bisi8. V. 
2570 | | (6 Inj.) 





0,20 4.66 2Min. 3458 3330 128 2964 105 
0,15 
und)}3,90 4 , 362433243002721 97 
0,30 
ots 8,64 4 3483 3155 328 3020 94 
lots 4.68 30 3513 3264 249 2839 114 
oto 2.88 2Std. 3229 3064 1652587 93 
lots 7,655 . 33803170 2102680 114 
joas 5,23) 6 8448 3086 362 2513 94 
50 16,0010 , (55005274 226 2210) 97 
0,50 | 
und'$7.5016 . | 32593049 2102582) 107 
0,75 | 
Joa. 70:17 . | 43883 4028 360 2437) 100 
0,10 
und }5,0720 , | 33073188 1192954 92 
0,20 
0.10 8.64/48 3486 3132 354 2348 111 
o.19 9.9048 3071 2740 331 2323 113 
0,50 | 
und $7.00 6 Tage 2719 2464 255 2604 112 
0,75 
| +,00 10,60 9 , | 29772777 200,1987| 116 
0.75 
und }4,60/11 . (23542178176 1690) 107 
1,25 
0,75 96215 . 36203440180 2660 117 





106 26,31 


100 24,68 


103 25,21 


118 28,01 


95 23,64 


118 28,90 


104 26,27 


98 25,07 


110 29,60 


103 26,57 


93 27,11 


117 26,67 


119'27,88 


117 30,38 


120 28,39 


111/26,32 


120 26,44 


Gesamtfett 
olesterin 


Fettsduren 


Ch 


2765 2685 


SU 1SYUS 


2945 2818/1127 1954 


3216 2974 242 2078 


99152740 175 1801 


2960 2832 128 1649 


2876 2756 120 1525 


2819 2530 289 1864 


2336 2240 96 1915 


3061 2963 98 1256 


3345 3171 174 1492 


2722 2598 124 2046 


2517 2316 201 1560 


2105 1905 200 1331 


1858 1756 102 147¢ 


2078 1969 109 2453 


2183 2056 127 1868 


2660 2540 120 2109 
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166 
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nisel Kephalinversuche. 
Gehirn 
54 = 2 B n 3 =] B Bemerk e! 
oS. E 3 3 is FP igia 
“i ee"|s |B 2% Sifia| “8° |3e 

0 1898 124 126 21.20 6689 5253 1436 5255 99 10920,60 593528 65172 78 80. Starb 2 Min. nach der 
10. Iniekt 

7 1954 110 107 20.39 8503 6019 2484 6239 85 9422.52 507.4385 72227 79 81 oe ach der 
etzten ljt t nvon 
O30/kg ; 

2 2078 100 109 20,05 90506433 26177018 74 78 22,35 534303 231100 79 9] Sard 6 Mis ¥ ie 
letzten Inje (Lu 
embolie ? 

5 180] 130 134 22.83 87706980 17905276 84 8922.88) 211185 26 57 74 76 | Getétet 

8 1649 105 107 18,88 625414766 1488 4053' 80 8519.25) 361/320 41 76 78 SO + nec! e1 deta 
njektion gestorber 

0 1525 130 133 22,21 8640.6270 23705250 94 107 22,85 Getitet 

§ 1864 109 124 20.88 9663 7063 2600 6202 77 8522.00 498330168106 58 51. Getir 

61915 133 136 20,99 7188 5852 13365614 94 100 20,77 "Washoninietion or 
storben mehrmals 
akut) 

8 1256 127 129/22,70 6001/3944 2057 4983 92 118 23,06 120103 17 37 106 112) (Mehrmals akut), Ge 
totet 

4 1492 116 119/24,08 91796690 24895151 88 9723,81 346294 52121 41 40) Getotet. 

4 2046 118 121/21,33! 7151 562715244836 85 91'2225 274245 29 76 72 73 Getitet 

1 1560 123 129/22 28 | 7643 5332 23115181 97 1122262 224166) 58 83 91 101 | Getitet. 

) 1331 127 134/20,71 88166305 25115218 89 9922.90 290242) 48 68 81 85  Getitet (warerkiltet 

2 1476 174 180/22.21 | 6276 4683 1593 4865 122 1302295 262238 24 58 93 96, (Mehrmals akut). Ge 
totet 

9 2453 166 171/21,41 | 851416731 17836176 87 9323.81 321301) 20.48 74 75. (Mehrmals akut.) | 
totet. 

7/1868 137 141 21.55 | 7561/6060 15015500 92 9922.62, 291230 61 68 78 81. Getitet 

2109 101 130/22,25 92307275 19556188 83 9222.61 326286) 40115 78 80. Getit 
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Auch hier, wie bei den anderen Organen, treffen wir gelegentlich auf 
ein paar aus der Reihe fallende Werte; es sind das die uns bereits bekannten 
Kaninchen Nr. 255 mit seinem sehr kleinen Trockengewicht und ent- 
sprechend tiefen Lipoidwerten, Nr. 506 mit ungewéhnlich hoher Jodzahl, 
und Nr. 290, 268, 273, denen sich hier noch drei weitere, Nr. 289, 274, 512, 
hinzugesellen, mit recht hohen Cholesterinwerten. Alle anderen die rest- 
lichen Cholesterinwerte, die Jodzahlen, die Trockengewichte, alle Phosphatid- 
werte und diejenigen fiir Gesamtfett und Fettsauren sind normal (diese 
letzteren in zwei Fallen sogar eher zu tief!). 

AuBer den Anderungen im Cholesteringehalt sind die oben erwahnten 
vielleicht zufallige, vielleicht auch durch die Behandlung bedingte Aus- 
nahmewerte, bei denen man keine GesetzmaéBigkeit des Auftretens fest- 
stellen kann. Die hohen Cholesterinwerte sind, jeder fiir sich, auch nicht 
abnorm hoch: wir finden bei den Normalkaninchen in einem Falle (Nr 520) 
einen noch héheren Wert, doch ist dieser letztere ein ziemlich abseits von 
dem normalen Durchschnitt stehender Einzelwert; bei den Kephalin- 
kaninchen hingegen treffen wir beinahe in der Halfte der Falle auf héhere 
Werte, als sie dem normalen Durchschnitt entsprechen, so daB man versucht 
sein kénnte, dieses haufige Auftreten héherer (aber nicht abnorm hoher!) 
Cholesterinwerte als Folge der Kephalinbehandlung zu betrachten. Anderer- 
seits ist es dann verwunderlich, warum nicht auch die anderen Kephalin- 
tiere héhere Cholesterinwerte aufweisen, speziell warum z. B. Kaninchen 
Nr. 540, das von allen die gr6Bte Gesamtdosis Kephalin erhalten hat, 
einen nicht nur nicht hohen, sondern geradezu auffallend niedrigen Chole- 
sterinwert zeigt!. 

Man kann die hohen Cholesterinwerte mit gleichem Recht als eine 
Folgeerscheinung der Kephalininjektionen auffassen, oder sie als zufallig oft 
wiederkehrende hohe Normalwerte betrachten. 


Zur Erganzung der Untersuchungen an Organen und Plasma 
bestimmten wir in einigen Fallen auch die Phosphorsaiureausscheidung 
im Harn nach Kephalin. 


Dazu wahlten wir die Methode von Bell-Doisy? in der Modifikation 
von Briggs*. Anfangs erschien diese Methode nicht ohne weiteres fiir 
Kaninchenharn anwendbar, der sich wegen seiner dunklen Farbe iiberhaupt 
schlecht zum Colorimetrieren eignet. Nachdem wir in einigen Vorversuchen 
festgestellt hatten, daB béim Zentrifugieren und EnteiweiBen des Harns 
erhebliche P-Verluste zustande kommen, da8 kleine (bis zu 1 cem) Mengen 
Eisessig auf die Farbentwicklung keinen EinfluB haben, daB die Farb- 
intensitét von Standardlésungen mehrere Stunden hintereinander ge- 
niigend konstant bleibt, daB endlich keine Phosphatide im Harn aus- 
geschieden werden, gestalteten wir die Bestimmungen folgendermaBen: 
Der Harn der Kaninchen, die sich in Stoffwechselkafigen befanden, wurde 
mitsamt dem Sediment gut aufgeriihrt, ein bestimmtes Volumen schnell 
abgemessen und mit Eisessig schwach angesaéuert (auf 10 cem Harn kamen 
etwa 0,2 cem Eisessig); sobald die Schaumbildung aufgehért hatte, wurde 


1 Vgl. dazu auch die nach Fertigstellung dieser Arbeit in dieser Zeitschr. 
247, 224, 1932 erschienene Ver6ffentlichung von E. Schmitz. 

2 J. of biol. Chem. 44, 55, 1920. 

3 Ebenda 53, 13, 1922. 
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ein aliquoter Teil des griindlich durchgemischten Harns mit der neunfachen 
Menge Wasser verdiinnt; 10 ccm dieser Fliissigkeit (enthaltend 1 ccm des 
urspriinglichen Harns) wurden nach Vorschrift mit 75 ccm Wasser, 5 cem 
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Abb. 1. 


Ammoniummolybdat und 1 cem Hydrochinon-Na, 58 O, versetzt, auf 100 cem 
aufgefillt und mit einer 0,5mg P enthaltenden Standardlésung nach 
3 Stunden (friiher ist die Farbentwicklung der Kaninchenharne nicht 
beendet) im Duboscq-Colorimeter  ver- 
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glichen. NSE und Wi be Kephal ininyek ian | 
In den Abb. 1 und 2 sind einige Re- >=—-N503 (Kontrole) "| 
sultate dieser Bestimmungen in Kurven- | 


form wiedergegeben, wobei auf die Ordi- 
nate die Werte fiir die jeweils ausge- oo am tie ae 


schiedenen P-Mengen, auf die Abszisse | 
das fortlaufende Datum aufgetragen | 
wurden; es wurden einerseits zwei Kanin- | 
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chen (Nr. 505 und 506) abwechselnd mit 
Kephalin gespritzt, so daB das eine 
zwischendurch als Kontrolle fiir das an- 
dere dienen konnte, andererseits wurde 
mit dem Harn der Versuchskaninchen 
Nr. 540 und 542 auch der Harn einer 
Normalkontrolle (Nr. 543) gleichzeitig > 
untersucht ; jede Kephalingabe ist in den \ 
Tabellen mit einem Pfeil bezeichnet. — 
Wir sehen, daB8 in den_ wieder- 
gegebenen Kurven eine mitunter recht 
erhebliche Erhéhung der P-Ausscheidung 
im Anschlu8 an die Kephalininjektionen 
klar zutage tritt; mit den durchschnitt- 
lichen Normalwerten verglichen, konnten Abb. 2. 
wir in einigen Fallen bis zu 100°, des in 
der injizierten Kephalinmenge vorhanden gewesenen Phosphors im Harn 
wiederfinden (selbstverstandlich erheben diese Angaben keinen Anspruch auf 
absolute Giiltigkeit, da ja sowohl die Normalwerte stark schwanken, als auch 
die Bestimmungsmethode nicht allzu genau ist). Wir haben in den Tabellen 
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nur die am giinstigsten verlaufenen Versuche wiedergegeben; auBer diese: 
wurden von uns eine Anzahl anderer ohne den gleichen Erfolg durc] 
gefiihrt; oft war tiberhaupt keine, auch nicht die geringste Erhéhung c« 
P-Ausscheidung im Harn nach Kephalininjektionen zu merken, so daB gai 


kein Zusammenhang zwischen den beiden Faktoren Kephalin und P-Aus 
scheidung zu bestehen schien; durch diese MiBerfolge entmutigt, ware: 


wir geneigt, auch unsere positiven Ergebnisse in dieser Richtung als 
beweisend zu betrachten. Es war uns ein willkommener Zufall, als Jost 

seiner damals erschienenen Arbeit! iiber die gleiche UnregelmaBigkeit di 
Auftretens von Phosphorséure (hier nicht im Harn, sondern in der Lebe 

durchstrémungsfliissigkeit) berichtete. Jost nimmt an und er wird wo! 
recht haben —, da8 die Abspaltung der Phosphorséure aus dem Phosphatid 
molekiil an eine gewisse Oxydationsstufe der Phosphatidfettsiuren 
bunden ist, und da8 die Phosphorséure nicht uwnbedingt in vermehrte: 
MaBe gefunden werden mu, selbst wenn nicht nur Umesterung und new 
Aufbau, sondern auch, wenn Abbau des Phosphatidkomplexes stattfindet 
z. B. bei partieller Abspaltung der Fettsauren. 


il 


Zusammenfassung. 

Wenn man Kaninchen intravenés Kephalinemulsionen injiziert 
so findet man: 

1. Bei sehr groBen Injektionsmengen ist der Lipoidgehalt des Blut- 
plasmas langere Zeit hindurch erhéht; der durch die Kephalineinfiihrung 
stark erhéhte Lipoidgehalt des Plasmas nimmt anfangs rasch ab 
dann wird die Abnahme allmahlich langsamer, so daB eine recht lange 
Zeit (einige Tage) vergeht, bis die Werte wieder ganz normal geworden 
sind; dabei verschwindet aus dem Blute der Phosphatidiiberschul 
viel schneller als der der iibrigen Fettfraktionen. 

2. Mittlere und kleine Kephalinmengen sind aus dem Blutplasma 
dessen Lipoidgehalt sie anfangs ebenfalls stark erhéhen, bereits nach 


30 Minuten vollstandig verschwunden. 


3. Schon 30 Minuten nach Injektion einer groBen Kephalinmeng: 
findet man starke Vermehrung der Phosphatide in der Leber, wobei 
deren Fettgehalt zunaichst normal bleiben kann; sehr bald schnellt 
auch dieser in die Héhe, um meistens auch dann noch hoch zu bleiben 
wenn die Phosphatide bereits wieder zur Norm (oder auch darunte1 
abgesunken sind, was etwa nach 12 Stunden der Fall ist. 

4. Im Gehirn findet nach Kephalininjektionen keine Erhéhung 
der Phosphatidwerte statt. 

5. Die einzelnen Verainderungen, die man sonst noch gelegentlich 
an dem einen oder anderen Organ im akuten Kephalinversuch findet 
sind nicht charakteristisch und brauchen hier nicht aufgefiihrt zu 
werden. 


1 H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 197, 90, 1931. 
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6. Nach chronischer Behandlung der Kaninchen mit kleineren 
Kephalindosen bleibt das Blutplasma vollkommen normal, auch wenn 
insgesamt sehr grobe Kephalinmengen zur Anwendung kamen 

7. Bei der Untersuchung der 17 Kaninchen, die langere Zeit 
hindurch kleine Kephalininjektionen bekamen, fanden wir in einem 
Falle erhéhten Wassergehalt (kleines Trockengewicht) in allen Organen 
in einem anderen — etwas erhéhte Lipoidwerte fiir Herz und Leber, 
in drei Fallen recht tiefe Lipoidwerte und hohe Jodzahlen in allen 
Organen. 

8. In einigen von den oben erwihnten 17 Fallen fanden wir hohe 
Cholesterinwerte fiir Leber und Herz, besonders haufig aber fiir das 
Gehirn. Es ist méglich (aber nicht bewiesen), da dieses haufigere 





Auftreten von héheren Cholesterinwerten durch chronische Kephalin- 
behandlung hervorgerufen wird. 

9. Kephalininjektionen bewirken manchmal erhéhte Phosphor- 
siureausscheidung im Harn. 


Aus allen diesen Befunden ziehen wir den SchluB, daB durch 
intravenése Injektion dem Kérper zugefiihrtes Kephalin sehr bald 
von der Leber abgefangen und angegriffen wird, wobei gleichzeitig 
an Stelle des Phosphatids in vermehrtem Mabe Fettsiuren auftreten. 
(In welcher Form diese letzteren vorliegen, laBt die von uns angewandte 
Bestimmungsmethode leider nicht entscheiden; es ist jedoch wahr- 
scheinlich —- und auch die Befunde an den Schnitten scheinen diese 
Annahme zu unterstiitzen, daB es sich um Neutralfett handelt.) Bei 
dem Abbau des Kephalins in der Leber kann bei giinstigen Bedingungen 
Phosphorsiure abgespalten werden, die dann im Harn in vermelrter \ 
Menge auftritt. 

Es erscheint sicher, daB von auBen zugefiihrtes Kephalin in keinem 
der untersuchten Organe als solches zur Ablagerung gelangt. 

Es ist nicht ausgeschlossen, da8 Kephalininjektionen eine An- 
derung der Cholesterinwerte in den Organen, speziell im Gehirn, ge- 
legentlich nach sich ziehen kénnen. 


Die Ausfiihrung dieser Arbeit wurde durch die Rockefeller Foundation 
erméglicht, wofiir wir ihr auch an dieser Stelle unseren Dank aussprechen 
méchten. 


Anhang. 


Wie schon erwahnt, wurden von uns vor den Hauptversuchen, 
iiber die oben berichtet war, orientierende Versuche mit verschiedenen 
Fettsubstanzen durchgefiihrt. Folgende Substanzen kamen zur An- 
wendung: 

Olsaiure, Ricinolsiure, Linolensiure, gemischte Lebertranfettsaiuren, 


Glyceride von diesen letzteren, Lanolin, Menschenfett, gemischte 
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Cerebroside, gemischte Phosphatide. Als Veisuchstiere wurden in 
zwei Fallen (Lanolin) Ratten, einmal (Lebertranfettsiuren) ein Ka- 
ninchen, sonst aber Meerschweinchen gewahlt. Die Substanzen wurden, 
soweit es ging (manchmal in erwarmtem Zustand) ohne Zusatz, die 
Cerebroside und Phosphatide als Emulsionen intraperitoneal (manchmal! 
auch subcutan oder intramuskular) iiber kiirzere oder lingere Zeit 
perioden injiziert und die Tiere nach der Sektion einer makro- und 
mikroskopischen Untersuchung unterzogen; im ganzen wurden 28 Ver- 
suche durchgefiihrt. 


Zusammenfassend kann man iiber die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen folgendes sagen: 

Die Fettsiuren (Olsiure, Linolensiure, Ricinolsdiure diese 
letztere in besonders hohem MaBe) scheinen alle chemische Peritonitis 
mit starken Entziindungen hervorzurufen. Die Tiere sterben verhalt- 
nismaBig kurze Zeit nach der Injektion; Lebertranfettsiuren und deren 
Glyceride verursachen gelegentlich auch schwachere Reizungen. Die 

tesorption der Fettsiuren ist im allgemeinen recht erheblich, und oft 
sieht man eine merkliche Zunahme von mit Scharlach farbbarem Fett, 
hauptsachlich in der Leber, aber oft auch in Nieren und Lungen. 

Lanolin wird gleichmaBig tiber die meisten Organe der Bauchhoéhle 
ausgebreitet, aber nicht im geringsten resorbiert. 

Menschenfett, 5 Wochen lang injiziert, wurde gut resobiert und 
verursachte anscheinend keine Schadigungen. 

Cerebrosidemulsionen wurden gut vertragen, die Organe der Tiere 
zeigten nach der Sektion nichts Abnormes, auch keine Zunahme an 
farbbarem Fett. ’ 

Phosphatidemulsionen, in 50°,igem Athylenglykol subcutan 
2 Wochen lang injiziert, wurden gewoéhnlich vollstandig resorbiert, 
verursachten aber mitunter leichte Entziindungen. Wasserige Phos- 
phatidemulsionen wurden mit Leichtigkeit resorbiert und verursachten 
keinerlei bedeutende Entziindungen, die Organe zeigten nichts Abnormes, 
nur fand man in der Halfte der Faille Zunahme von Fett in der Leber, 
auch in der Niere; das Omentum scheint an der Resorption der Fett- 
substanzen teilzunehmen. 

Von den mit Phosphatiden behandelten Meerschweinchen wurden 
Leber, Herz, Niere und Gehirn auch chemisch nach den oben angegebenen 
Methoden untersucht. Die Resultate sind in der Tabelle VI (auch 
fir normale Kontrolltiere) zusammengestellt!. Sie sind nicht zahlreich, 
lassen aber das Anwachsen des Fettes erkennen 


1 


Die Bestimmungen wurden zum Teil von Frl. VW. L. Burt ausgefiihrt. 
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Uber die Ausnutzung 
des atmosphirischen Stickstoffs durch keimende Samen. 


Il. Mitteilung: 


Beobachtungen an keimenden Hiilsenfruchtsamen in Gegenwart von 
Alkaloiden. 


Von 
Nerina Vita. 


(Aus dem chemischen Institut der Hochschule fiir industrielle Chemie, 


Bologna.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1932.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung (1) berichteten wir iiber Versuche 
die mit Lupinen ausgefiihrt wurden, welche in einer Atmosphire mit 
verschiedenem Prozentgehalt an Kohlenoxyd gekeimt waren. Daraus 
hatte sich folgendes ergeben. 


1. Lupinensamen kénnen unter gewissen Bedingungen groBe Mengen 
von Stickstoff aufnehmen, auch wenn durch entsprechende Sterilisierung 
irgendwelche bakterielle Wirkung ausgeschlossen ist. 

2. Die Stickstoffaufnahme ist bei diesen Samen einem Lebensprozef 
des sich entwickelnden Samens selbst zuzuschreiben, denn sie wird ni 
im Mehl beobachtet. 

In der oben erwahnten Mitteilung wurde angenommen, da8 diese 
Absorption enzymatischen Ursprungs und immer vorhanden ist und durch 
Kohlenoxyd gesteigert und demzufolge verdeutlicht werden kann. Das 
fiihrt uns zu der Vermutung, da8 Kohlenoxyd in diesem Falle eine spezifisch 
anregende Wirkung auf die Funktionen, die die Bindung des Luftstickstoffs 
regeln, auszuiiben vermag. Es wurde ferner angenommen, da8 diese Funk- 
tionen auch von anderen Stoffen geférdert werden kénnten, worunter sich 
wohl solche befinden, die der Bacillus radicicola liefert. 

Da die Alkaloide gewissen im Stoffwechsel der Lebewesen  vor- 
kommenden Verbindungen nahestehen und eine spezifische Wirkung auf 
die enzymatischen Vorgange (2) ausiiben, hielten wir es fiir angezeigt. 
die Samen der Leguminosen der Wirkung verschiedener Alkaloide auszu- 
setzen, um die Bedingungen genau zu bestimmen, welche die Aufnahme 
des Luftstickstoffs durch die Samen keimender Leguminosen zustande- 
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bringen. Die Untersuchungen wurden mit Leguminosen verschiedener Art 
wusgefiihrt, um festzustellen, ob diese Tatigkeit der Lupine eigentiimlich 
st, oder ob sie bei allen Leguminosen, mégen sie Alkaloide enthalten oder 
nicht, zu beobachten ist. Weiterhin erschien es auch von Interesse, die 
anregende Wirkung von Alkaloiden verschiedener Art, die verschiedene 
rganische Gruppen enthalten, zu vergleichen. Die Leguminosen, deren 
Samen wahrend der Keimungsperiode untersucht wurden, waren Erbsen, 
Pferdebohnen und Lupinen. Die angewandten Alkaloide waren Kaffein 
ind Strychnin, beide in verschiedenen Konzentrationen: 1, 1,50, 2°,. 
Die Stickstoffbestimmungen wurden fiir jede Versuchsserie in verschiedenen 
Keimungsperioden ausgefiihrt; auch haben wir, um unter vergleichbaren 
Bedingungen zu arbeiten, fiir die verschiedenen Samen verschiedene Tages- 
zahlen nach der Aussaat bestimmt, den Entwicklungsstadien der neuen 
Pflanze entsprechend. So erfolgten bei Erbsen, die eine raschere Ent- 
wicklung haben, die Stickstoffbestimmungen 7, 10, 13, bei Lupinen 8, 15, 
24, 28 Tage nach der Aussaat'!. 

Auch diesmal wurden alle VorsichtsmaBregeln getroffen, um bakterielle 
Wirkungen vollstandig auszuschlieBen. Die Samen wurden sorgfaltig 
gewogen und dann mit Bromwasser sterilisiert. Die Dauer ihres Verbleibens 
im Bromwasser wechselte je nach dem Widerstand der auBeren Schale, 
um eventuelle Wirkungen irgendwelcher Art auf den Keimling zu _ ver- 
meiden; es wurde nach verschiedenen Versuchen eine Dauer von 20 Minuten 
fir Erbsen, 30 Minuten fiir Lupinen und 40 Minuten fiir Pferdebohnen 
festgesetzt. Die trockenen Samen wurden dann in Petri-Schalen auf sterili- 


sierter Watte unter Glasglocken gehalten man sorgte dafiir, daB das 
Ganze absolut trocken war. um das Entstehen von Bromwasserstoff zu 
vermeiden und wurden ungefahr 2 Stunden der Einwirkung von Brom 


dampf ausgesetzt. Die Glocken wurden dann mit erwarmter und filtrierter 
Luft gefiillt. Erst jetzt wurde die zu priifende Lésung hinzugefiigt. Die 
Kontrollproben lieferten uns den Nachweis, daS es sich in keinem Fall um 
Wirkungen handelte, die clem Bacillus radicicola zuzuschreiben waren. 
Da die Versuche héchstens 28 Tage dauerten und die siarkste Absorption 
in den ersten 8 Tagen nach der Aussaat erfolgte, halten wir es auf jeden Fall 
fiir vollkommen unbegriindet, diese Wirkungen jenem Bacillus zuzuschreiben, 
zumal wir keine Tuberkeln gewinnen konnten. 

Die Orientierungsversuche wurden derart ausgefiihrt, daB man die 
Lupinensamen in einer an Sauerstoff sehr armen Atmosphare zur Keimung 
brachte. Wir hatten namlich in unseren friiheren Versuchen mit Kohlen- 
oxyd beobachtet, daB dieses Gas auf die Stickstoffaufnahme nur dann 
stimulierend wirkte, wenn die Sauerstoffkonzentration 1°, nicht tiberstieg. 

Spatere Versuche haben gezeigt, daB in Gegenwart von Alkaloiden 
der untersuchte enzymatische Vorgang merklich geférdert wird, auch wenn 
der Sauerstoffgehalt 20°, erreicht. 

Dieser Umstand erschien uns sehr beachtenswert ; er zeigte uns namlich, 
daB in Gegenwart besonderer Stoffe die Stickstoffaufnahme durch die 
Leguminosen auch in der Atmosphare, in der gewodhnlich Leguminosen 
keimen wenn auch in geringerem MaBe —. vor sich gehen kann. Das 
befreite uns von dem Zweifel, der bei den in Gegenwart von Kohlenoxyd 
ausgefiihrten Versuchen in uns entstanden war, daB eine solche Ausnutzung 


1 Die Versuche dauerten, bis die Pflanzen zwei Blatter ausgeschlagen 
hatten. 
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des Luftstickstoffs einem Erstickungszustand der Pflanze entsprechen 
und daher bei normal wachsenden Pflanzen nicht beobachtet werden kénne. 

Um jedoch auch in diesem Falle eine klare Vorstellung von der vom 
Sauerstoff ausgeitibten Wirkung zu gewinnen, beschlossen wir, zwei verschie- 
dene Serien von Versuchen anzuste'len: die eine in verschlossenen Glocken, 
die andere mit Glocken, die mit der a&uBeren Atmosphare durch einen 
Wattebausch in Verbindung standen. Im ersteren Falle nahm der Sauerstoff- 
gehalt infolge der zwei Prozesse der Aufnahme und der Atmung von einem 
Anfangswert von 20°, allmahlich bis 8°, ab und blieb dann unverandert (in 
unserem Versuch keimten 15g Samen in einem Raum von 14 Litern); 
im letzteren Falle blieb er bestandig bei 20°,. 

Die Stickstoffbestimmung geschah immer nach der Methode von 
Kjeldahl-Ulsch. Bei der Zerst6rung der organischen Stoffe wurde die ganze 
Masse genommen, die aus Samen, Watte und durchtrankender Fliissigkeit 
bestand, und zwar um Verluste an stickstoffhaltigen léslichen Stoffen zu 
vermeiden. Die Versuche wurden immer mit 5 g Trockensubstanz ausgefiihrt, 
um die Nachteile zu vermeiden, die eine allzukleine Anzahl Samen verur- 
sachen kénnte. Es wurde dann fiir jeden Posten Samen der Prozentgehalt 
an Stickstoff in der Trockensubstanz bestimmt, und zwar in vielen wieder- 
holten Untersuchungen, sowohl an trockenen wie auch an in destilliertem 
Wasser gekeimten Samen. Diese Daten stimmten immer bei den Samen, 
die zu demselben Posten gehérten, fast vollkommen iiberein; ziemliche 
Abweichungen fanden sich dagegen bei solchen Samen, die dem Anschein 
nach gleich waren, die aber zu verschiedenen Zeiten bei verschiedenen 
Lieferanten bezogen waren. 

Deswegen zeigen die Daten der beigefiigten Tabellen fiir jede Versuchs- 
serie die Bestimmung des Stickstoffs im Anfang des Versuchs. Auf der Ab- 
szisse sind die Tage nach der Aussaat, an welchen der Stickstoffgehalt 
bestimmt wurde, und auf der Ordinate die Unterschiede zwischen dem 
Stickstoffgeha!t der gekeimten Samen nach einer bestimmten Zeit nach 
der Aussaat und dem Stickstoffgehalt derselben im Anfang des Versuchs 
aufgetragen. Betreffs der Keimung im allgemeinen war die Wirkung der 
Zusatzstoffe gerade entgegengesetzt: bei Strychnin beobachtete man bei 
allen drei Konzentrationen ein weit iippigeres und friiheres Wachstum 
als bei Samen, die in destilliertem Wasser gekeimt waren. Bei Kaffein 
dagegen war das Wachstum bei allen drei Konzentrationen sehr kiimmerlich, 
doch konnte man immer eine Keimung beobachten. 

Zwecks gréBerer Genauigkeit der Versuche ware es vielleicht nétig 
gewesen, wahrend der ganzen Keimungsperiode die Samen bei gleich- 
maéBiger Temperatur zu halten. Wir hatten aber nicht die Méglichkeit, 
alle Glocken, in denen die Keimung vor sich ging, im Thermostaten und 
dem Licht gut ausgesetzt zu halten. Wir lieBen nun unter derselben Glocke 
in drei verschiedenen Petri-Schalen gleiche Mengen (5g) gleichartiger 
Samen in Gegenwart gleicher Mengen von Lésungen mit verschiedener 
Konzentration desselben Alkaloids keimen, und gleichzeitig saéten wir 
eine méglichst groBe Zahl Semen, die in verschiedenen Zeitperioden der 
Wirkung der verschiedenen Stoffe unterzogen werden sollten. Die Tem- 
peratur schwankte wihrend der Untersuchungsperiode zwischen 15° bei 
Tage und 10° bei Nacht. Diese Temperaturschwankung war aber in allen 
Versuchen immer die gleiche. In einer einzigen ausnahmsweise kalten 
Periode gewann man widersprechende Daten, auf die man verzichtete, 
welche wohl der geringen Entwicklung der Pflinzchen zuzuschreiben waren. 
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Tabelle I. 


\usnutzung d. atmospharischen Stickstoffs d. keimende Samen. II. 28] 


Versuche mit Erbsen in luftdurchstrémten und dem Licht ausgesetzten Glocken. 





Vers 


or 


nwo ee 


Strychninnitrat 


or 





nwo = = 


Dauer 


ae 


28 
uchs 








Stickstoff am 


in 


4.06 
3.86 
3,69 
4.16 
4,35 
4.45 
3,75 
3.64 
4,09 





T abe lle EB 


Mittlere 
Zunahme 


des 


Stickstoffs 


0.52 
0,29 
0.11 
0.60 
0.84 
0,91 
0.21 


0.09 


0,55 





Bemerkungen 


Gute und vollst&n- 
dige Keimung 





Kaffein 


bo 





~m os — 





Dauer 
des 


Versuchs 


Tage 


~ ~] 


10 
10 
11 
13 
13 


off am 


in 


Kon- 
trolle 


4.06 
4,09 
4,20 
3.51 
4.30 
3,95 
3.88 


3,95 


Mittlere 
Zunahme 


des 


Stickstoffs 





Bemerkunger 


Keimung 


im Anfangsstad 


Verspitete, 
aber vollkommene 
Keimung 


i9* 
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Versuche mit Erbsen in verschlossenen, dem Licht ausgesetzten Glocken. 


Tabelle III. 





Ange- 
wandtes 
Alkaloid 


Strychninnitrat 





Konzen- 
tration 


— 


re 


or 


Dauer 
des 
Versuchs 


Tage 


~ 


~ 


10 

+] 
10 
13 
13 
13 


¥ le > 
Stiekstofr Stickstoff am — Mittlere 
me Sehluf in Zunahme 
f aes re 
Anfang Stickstoffs Bemerkungen 
Kon- 
~ trolle 


3,55 3,97 3,98 0,42 | 


~~. € 72 ‘ 9 2 
3,55 3,78 3,88 0,28 Gute und vollstar 
355 395 —- 0,40 | — 
3,55 3,90 4,02 0,41 
Befriedigend: 
2 RF 0 2 99 Keimung mit zw 
3,55 4,00 3,92 0,41 nicht gekeimte: 
samen 
3,55 4.20 4,27 0,68 
3,55 3,75 3.70 O17 Gut entwickelt 


355 4,21 4,24 || 0,67 | a 
3,55 3,66 3,64 0,10 








VT er oa we 48 
ja-— 259 7 
—-— 2s ’ 
GY ote \ ay 
Zoe fie * 
oe ¥ 
2 ae ae 
Abb. 3. 
Tabelle IV. 
Stick zr Mittlere 
. — vo : stoff : : 
Anee- Konzen- Sueee anaes a -d am Zanahine 
andtes || tation |. “™ : des 3emerkungen 
Alkaloid Versuchs | Anfang |— ——— | Stiekstoffs eet 
on- 
0 Tage lo ~ trolle 
1 7 3,55 4.21 4,21 0,56 
ro ” 2 KR On On 7, Keimung 
1,5 ’ 3,58 4,25 4,25 0,70 | im Anfangsstadiur 
2 7 3,55 455 4,46 0,95 
‘. 1 10 355 4,06 4,04 0,50 
= 1,5 10 3,55 | 3,80 3,78 0,24 
xs 
= 2 10 3,55 3,92 --- 0.37 Verspitete, 
aber vollkommen 
1 13 3,55 3.83 | 3,81 0,27 Keimung. 
1,5 13 3,55 3,86 | 3,87 0,31 
2 13 3,55 3,64 | 3,66 0,10 




















ter 
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Versuche 


mit Erbsen in verschlossenen. 


im Dunkeln gehaltenen Glocken. 


Tabelle V. 





Ange- Konzen- 
tration 


vandtes 


Alkaloid 


Strychninnitrat 





Dauer 


des 


Versuchs 


Tage 





— Sekine 
zu 

Anfang 
3,55 3.66 
3,55 358 
3,55 4.03 
3,55 3.64 
3,55 3.58 
3.55 3.78 
3.55 380 
3,55 3.94 
3,55 383 


ff am 
in 


Kon- 
trolle 


Mittlere 


Zunahme 


des 


Stickstoffs 





Bemerkungen 


Befriedigende 
Keimung mit dre 
nicht gekeimter 
Samen 











l F 
Abb. 6 
Tabelle VI. 
, . Mittlere 
Konzen- Dauer Stickstoff Stickstoff ong | nn ned 
——- tration des £8 oe Se * ~ des B ' 
— Versucbs Anfang ——— sick gg ‘Bemerkungen 
0 Tage ~ trolle 0 
2 BA Q2¢ 2 ak a 
1 8 3,55 3,94 | 3,95 0,39 Veveputete, sber 
1.5 g 3.55 4.17 4.05 0.56 vollkomm.Keimung. 
7 Verspitete Keimung 
2 te) 3,55 4.03 3.99 0.46 mit 2 nicht ge- 
| | keimten Samen 
.) 2 FF 2 oF 2 Qs nm 
= 1 10 3,55 3,86 3,83 0,29 Verspitete, aber 
<< 1.5 10 3.55 414 4.17 0.60 | vollkomm.Keimung 
P eo ae hacad Verspitete Keimung 
2 10 3,55 4,08 — 0,53 mit drei nicht ge- 
keimten Samen 
1 13 3,55 3,94 4,02 0,43 
- . ~~ ‘ 7 Befriedigende 
1,5 13 3,55 4,28 413 0,65 ‘einen 
2 13 3,55 408 4.13 0.55 
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Versuche mit Lupinensamen in Glocken, mit Luft durchstrémt und dem Licht 
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ausgesetzt. 


Tabelle VII. 


























Pasian Dauner Stickstoff Stickstoff am | Mittlere 
a. — . des zu ft SchluB =" we eae 
Alkaloid ersuchs Anfang Kon. | Stickstoffs merkungen 
%o0 Tage 0 ~ trolle ( 
1 7 5.15 5.65 5,60 0,47 | Keimung im 
2 7 5.15 5.43 5.40 0.26 { Anfangsstadium 
1 10 5,15 5,61 5,69 0,50 
= 1,5 10 5,15 5,70 5.62 0,51 
s 2 10 5,15 5,58 - 0,43 
E l 14 4.88 5,43 5,46 0,56 
Ss 1,5 14 4,88 5,46 0,58 
5 2 14 4,88 534 5,39 0,48 ee 
my 1 24 515 5,74 | 5,77 0,60 aia tata 
PR 1,5 24 5,15 5,39 - 0,24 
2 24 5,15 5.65 5.63 0.47 
l 27 4,88 5,32 — 0.44 
1,5 27 4,88 492 4,95 0,05 
a Os ————_— ——— 
foe Tul | NN 
Bs Soaie _ 
ae, 5 N 
=o a cx or a oe oer 
Abb. 8 
Tubelle VIII. 
. Mittl 
, £ a es ittiere 
Ange- Konzen- Danes res . Seniue in OF Zunahme 
wandtes ‘ration Cine . ee Bemerkungen 
Alkaloid ee tig Kon- || Stickstoffs 
Vio Tage 0 ~ troll 
I 5 D, I 5 5,87 5,81 0,69 Pacem 3 -l 
Keimung im A! 
) 8 15 5,88 5,80 0,69 P vo 1 ea 8 
| Samen 
1,5 10 4,88 5.57 5,63 0,72 | 
1,5 12 5,15 9,95 5,86 0,75 | Reser: Sal 
1 13 5,15 5,99 5,84 0,76 
= 1,5 14 5,15 ),86 - 0,71 | Verspiitete 
_ 2 14 5,15 5,93 0.78 aber vollkommet 
3 1 24 515 5,97 5,85 0,76 Keimung 
=| Befriedigende 
1,5 24 15 543 5,50 0,31 ee 
| Samen 
| Befriedigende 
2 24 5,15 6,07 596 0,86 ee 
| “Samen. , 
1 27 4,88 5,34 5,37 0.48 | Gut entwickelte 
2 97 4.88 5.57 0.69 | Keimung 
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Versuche mit Lupinensamen in verschlossenen, dem Licht ausgesetzten 


Glocken. 


Tabelle IX. 





Ange- 
wandtes 





Konzen- 
tration 


Dauer 


des 


Versuchs 


Mittlere 


Stickstoff am , 
Zunahme 


Stickstoff - 
Schluf in 


zu 
Anfang 


des 


Stickstoffs 








Bemerkunge! 














Alkaloid Kon- 
Tage ~ trolle 
1 8 5,15 5,49 0,34 | 
15 8 | 515 5,66 0,51 Lavoe 
9 g 515 5 82 067 | im Anfangsstadiun 
= 1 14 515 546 — 0,31 
= 1.5 14 5,15 5,72 0,57 
S| 2 14 5.15 5.92 0.74 
£ 1 23 5,15 6,12 6,12 0,97 
21) 15 | 28 | 515 | 617 1,02 » Keimang. 
3 2 23 5,15 6,27 1,12 ae 
- 1 27 488 515 5,18 0,28 
1.5 27 4.88 5.43 5.48 0,57 
2 27 4.88 5.68 5,71 0.81 
eT TT TT ioe) @rrcr Fig ep ag Re 
ond ia a] | 
po a | # ee 
At I > i ~ | 
a 
OS ” | 
aan , 
Abb. 9 Abb. 14 
Tabelle X. 
ent Mittlere 
Ange- Konzen- -_ r —~ ney unl Zunahan 
pt woe eee — Versuchs Anfang Kon Stickst ffs Bemerkung 
Tage ~ troll 
Keimung 
1.5 7 15 9.60 53 0.41 | pe pe avd ' 
l 11 5.15 5,60 5,53 0.41 
1,5 11 5.15 5.74 5,74 0,59 
2 11 5.15 5.90 5.90 0.75 | 
2 1 13 515 5,65 5,58 0,46 -< ’ee 
= 2 13 5,15 6.05 5,98 0.86 re 
on 1 20 5.15 6.01 5.97 0,84 | 
7 2 20 515 623 626 1.09 
1 24 5,15 5.90 5,95 0,77 
1,5 24 5,15 6,02 — 0,87 | 
1 27 4.88 5.37 5,40 0.50 
1,5 27 4,88 5,22 - 0,34 8 
2 27 4.88 3.82 5.92 0.99 | 
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Tabelle XI. 


(im Dunkeln). 





Ange- 
wandtes 
Alkaloid 


Strychuinnitrat 





Kennen- .—-¥ oe raged 7. paca cl 

ation | Versuchs Anfang Kon. a.m 
7 Tage as trolle 

1 8 5,15 540 5,50 0,30 
1,5 8 5,15 5,32 5,42 0,22 
2 s 5.15 5.68 5,67 0,52 
1 14 5,15 5,26 | 5,25 0,11 
1,5 14 5,15 5,64 5,65 0,49 
2 14 5,15 5,62 | 5,77 0,54 
1 20 5,15 5,40 0,25 
1,5 20 5,15 5,51 | 5,49 0,35 
2 20 5,15 5.57 5.61 0.44 


Bemerkunge! 


Gute und voll- 
standige Keimung 








Tabelle XII. 





Ange- 
wanites 
Alkaloid 


Kaffein 





Stic Mittlere 
aue Stieckstoff Stickstoff am f 

Konzen- —_ 7 og SchluB in ‘ — 
tration Versuchs| Anfang sony Stickstoffs 

Yoo Tage y 4 trolle 0 
1 8 5,15 | 6,10 6,12 0,96 | 
1,5 8 5,15 6,10 6,09 0,94 | 
2 8 5,15 6,07 6,13 0,92 


1 14 5,15 5,43 5,39 0,28 


1,5 14 5,15 6,00 5,99 0,85 
2 14 5,15 5,60 5,63 0,45 
1 20 4,88 4,98 5,01 0,11 
1.5 20 4.88 5,52 5,60 0.64 
2 20 4,88 5,01 4,95 0,10 


Bemerkungen 


Keimung im 
Anfangsstadium. 


Keimung im 


Anfangsstadium mit 


2 nicht gekeimten 
Samen. 


Keimung im 


Anfangsstadium mit 


3 nicht gekeimten 
Samen. 


Befriedigende 
Keimung, 
aber verspitet 


Verspitete, 
aber vollkommene 
Keimung 


—_ —— ey 














Versuche 


mit Pferdebohnen 


wn 


luftdurchstrémten, 


Glocken. 
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dem Licht ausqesetzten 

















— Tabelle XJTil. 
. . Sticks " Mittlere 
ane tickstoff Stickstoff am 
Ange- | Konzen- — mes zu SchluB in Zauahme : 
wandtes tration Versuchs Anfang des Bemerkunget 
Alkaloid , ad ae Stickstoffs 
0 Tage trolle 
1 11 3,80 4.53 4,60 0,76 
~ 1,5 11 3.80 438 4,47 0,62 
= 2 11 3.80 4.66 4.67 O.86 Gute und vyollstandige 
= l 20 3,80 440 4,34 0,57 Keimung 
g = 1,5 20 3,80 4.58 4,62 0,80 
= 2 20 3,80 4,36 4,33 0.54 
ty l 29 3,80 4,42 0,62 | 
; 1,5 299 380 451 448 0,69 ~ Kelmang. 
2 29 380 4,30 432 O51 f ' 
= se 7 atte 9 
—— « “= 
=. psig 
Alera 25s ae 
4 wes » 
| 
a a a a <a 
Abb. 14. 
Tabelle XIV. 
Stickstoff am Mittlere 


Ange- 
wandtes 


Alkaloid 


Kaffein 








Konzen- 
tration 


1,5 
2 
1 
1,5 
2 
1 
1,5 
9 


Dauer Stickstoff 


des 


Versuchs 


11 
11 


20 
20 


29 


29 


SchluB6 in ‘ 


zu 

Anfang 

3.80 4.60 
3.80 4.03 
3.80 4.45 
3.80 4,56 
3,80 4.80 
3,80 4,52 
3,80 4.40 
3.80 4.60 
3,80 3,98 


Kon- 


trolle 


4.03 
4.45 


4,64 
4.80 
4,30 


4,34 
4.64 


3,98 


Zunahme 


Bemerkunge1 


Stickstoffs 


Keimung 
im Anfangsstadium 
| mit einem nicht 
gekeimten Samen 


| Keimung im 
{| Anfangsstadium 


Ziemlich gute 
| Keimung. 


Gute und voll- 
standige Keimung 
, Befriedigende Kei 
mung; ein Samen 

nicht gekeimt 


{ Gut entwickelte 
Keimung, aber 
\ verspatet 
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Versuche mit Pferdebohnen in verschlossenen, dem Licht ausgesetzten Glocker 1" 


Tabelle XV. 

















r Pi a ere 
Ange- Konzen- Daner Stiekstoft SUH 4 Zunahme - 
we tration |v, suchs po = a... Bemerkungen 
Tage 0}, - trolle ( A 
11 380 468 460 0,84 
* 1,5 11 3,89 480 4,84 1,02 
be 2 11 3,80 4.28 4,28 0,48 
= 1 20 3.80 4.70 4,66 0,88 
= 15 20) 380 4,76 4,76 0.96 PP nn ody Sinn 
4 2 20 3,80 5,10 5,10 1,30 ue” ata 
P 1 3 3,80 4,58 4,58 0,78 
Dn 1,5 31 3,80 4.42 4,56 0,59 
2 31 3,89 4.62 4,68 0,85 
, PP cali th, 
4 ai Hae UE 
“ = 
~. 
oe ™ — 
é , i t 
Abb. 15 
ae 7 


T abe lle 3 


Bs 
th 
Mittlere ee 


Zunahme 





Dauer Stickstoff Stickstoff am 











Ange- Konzen- : : SehluB ( 
“ andtes tyation _ des oe an we des Bemerkungen 
Sikaloid Versuchs Anfang Kon. Stickstoffs g 
Tage Pa trolle 
: Befriedigende = 
1 10 3.80 4.68 4.20 0.89 Keimung mit einen 
| nicht gekeimten 4 
Samen . 
pa Ne a Befriedigende Al 
1.5 10 3.89 462 4,55 0,78 | Keimung mit dre , 
a 2 10 3.80 4,86 4,85 1.05 { nicht gekeimten 
= samen 
= 1 20 53.80 4,96 4,92 1,14 | Ziemlich gute 
> 1.5 20 3.80 4,42 4,36 0.58 | Keimung 
: . { Gute Keimung 
2 20 3,80 5.12 ),08 1,30 , zwei Samen nicht 
gekeimt 
a 31 3.80 | 4,52 4,52 0,72 ) Gat entwickelte 
1.5 31 3.80 444 442 0.63 Keimung, aber 
2 31 3,80 5.04 5.06 1.25 | verspatet 
12 ee et ele Oe me — 
Tt att 
ig 
eas if 
om ven a Sa 
a or ee 





Abb. 16 
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nung 
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Tabelle X VII. 


und im 


Dunkeln 
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qehaltenen 





Ange- 
vandtes 
Alkaloid 


Strychninnitrat 





Konzen- 
tration 


Dauer 
des 
Versuchs 


Tage 


11 


1,5 11 


to 


nee Oe eR 


11 


20 
) 20 
20 
30 
*) 30 
30 





Stickstoff am 


Suenstes SchiuB in ‘ 


zu 


Anfang ~ 
nfan ae 


trolle 


3.80 5,14 5,16 
3,80 4,71 4.76 
3,80 444 4.40 


4.30 4,30 


3.80 4,48 4,46 
3,80 5,16 5,14 
8,80 446 4,46 
3,80 4,66 4,66 
3.80 4,36 4,42 


Mittlere 
Zunahme 
des 


Stickstoffs 


{ ). 50 | 


1,35 | 
0,66 | 


Bemerkunger 


Gute und voll 
stindige Keimung 
Befriedigende 
Keimung mit einem 
nicht gekeimten 
Samen 


Gut entwickelte 


Keimung 


Gute und vy 


eimung 











Abb. 17. Abb. 18 
Tabelle X VIII. 
sal Mittlers 
. . ire Stickstoff am , 
Ange- | Konzen- my —— ad SchluB in Zunahme 
vandtes tration nee — des Be TK £ 
sIkaloid Versuchs Anfang Stickstoffs 


Kaffein 





Y 


noe 


Tage 


20 
20 
20 


30 


30 


30 


Kon- 


0 tre 


3.80 


4.66 


3.80 5.12 5.16 
3,80 5.06 5.06 
3,80 512 | 5,15 
3,80 442 4,40 
3.80 06 14 
3,80 512 5.15 
3,80 442 4,40 
3,80 5,06 5,1 


Keimung im 
Anfangsstadium 
mit zwei nicht 

gekeimten Samen 

Keimung im 
Anfangsstadium 
mit einem nicht 

gekeimten Samer 

Keimung im 

Anfangsstadiun 
mit drei nicht 


gekKeimten samen 





Gut entwickelte 
Keimung 
Zwei Samen nicht 
gekeimt 

Gut entwickelt 
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Aus den angegebenen Daten und besser noch aus den vorliegenden 
Diagrammen ersieht man deutlich, da8 sowohl Kaffein wie auch Strychnin 
nitrat die Fahigkeit besitzen wie das iibrigens auch bei Kohlenoxyd 
nachgewiesen wurde —, auf die verschiedenen enzymatischen Tatigkeite: 
gewisser Leguminosen (z. B. Erbsen, Pferdebohnen und Lupinen) zu wirke: 
und deren Fahigkeit, den Luftstickstoff auszunutzen, hervorzuheben, 
auch wenn alle MaBregeln getroffen wurden, um die Tatigkeit von Bakterien 
auszuschlieBen. 

Eine genauere Priifung der gewonnenen experimentellen Ergebniss« 
bestatigt, daB die Tatigkeit dieses Enzyms, das wir Azoligase nennen wollen, 
in den verschiedenartigen Samen von verschiedenen Mitteln und von den 
anwesenden Sauerstoff auf verschiedene Weise beeinflu8t wird. 

Hervorzuheben ist, daB das iippige oder kiimmerliche Wachstun 
der Pflanze selbst keinen groBen Einflu8 auf die Erscheinung ausiibt 
In Versuchen an Leguminosen gleicher Art zeigten sich unter gleichen 
Bedingungen (gleiche Mengen verschiedener Reizmittel, gleicher Sauerstoft 
gehalt) die Absorptionsmaxima bei Strychnin leicht verschieden von denen 
bei Kaffein. Wahrend bei Strychninnitrat die Pflanzen auBerordentlich 
iippig sind, haben sie unter der Wirkung des Kaffeins (in allen Konzen 
trationen) ein sehr kiimmerliches Aussehen. Dieser Umstand ist sehr 
wichtig, denn dadurch wird ausgeschlossen, was wir bei unseren Versuchen 
in Gegenwart von CO angenommen hatten, daB eine solche Absorption 
einem anormalen und_ kiimmerlichen Wachstum der Pflanze zuzu 
schreiben sei. 

Die Kurven, welche ein Bild von diesen Vorgangen geben, haben immer 
eine groBe UnregelmaBigkeit gezeigt, teils indem sie bei gleichartigen 
Samen unter gleichen Bedingungen nicht parallel verlaufen, teils weil sie 
nach Erreichung eines Maximums manchmal plétzlich fallen. 

Dieses Fallen der IKurve zeigte sich bei Erbsen fast immer nach dem 
11. Tag, und dies veranlaBte uns, mit anderen Samen langere Versuche 
anzustellen. Die Versuche mit Lupinen, die 28 Tage dauerten, zeigten 
eine starke Abnahme. Léangere Untersuchungsperioden hielten wir nicht 
fiir angezeigt, denn da wir der Pflanze weder Wasser noch irgendwelche 
Nahrlésungen gaben, hatte diese aus Mangel an Nahrungsstoffen verkiimmern 
‘k6nnen. 

Jedenfalls, so kompliziert auch der Wirkungsmechanismus diese1 
die N-Aufnahme anregenden Mittel sowohl bei der Azoligase wie auch 
bei den anderen in den Keimungssamen gegenwartigen enzymatischen 
Tatigkeiten sein mag, folgendes mu8B man doch annehmen: nach einer 
bestimmten Frist, die fiir die verschiedenen Arten und die verschiedenen 
Mittel eine andere ist, macht sich in den Pflanzen eine neue Tatigkeit 
geltend wahrscheinlich ebenfalls enzymatischer Natur —, die fahig 
ist, den gebundenen Stickstoff wieder abzugeben. Hatten wir nicht den 
Stickstoffgehalt in verschiedenen Zeitfolgen nach der Aussaat untersucht, 
und hatten wir dagegen diese Bestimmungen nur nach einer Periode ge 
macht, wo die Kurve sich der Abszisse nahert, so ware uns diese Erscheinung 
entgangen. 

Die Versuche im Dunkeln haben uns dann gezeigt, daB im Gegensatz 
zu den Vorgingen in Gegenwart von CO die Azoligase auch im Dunkeln 
von den Alkaloiden stark angeregt wird. Die betreffenden Kurven stimmen 
véllig mit denen fiir Licht iiberein und bestatigen wieder das Auftreten 
eines Héchstgehalts an gebundenem Stickstoff in den Pflanzen in einem 
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gewissen Alter, worauf dann eine Abnahme des Stickstoffs in einer spateren 
Periode folgt. 

Es sei hier erwaihnt, da8 die Bestimmung des Stickstoffs an der ganzen 
Masse erfolgte, die aus den Samen, der Watte, worauf die Keimung vor 
sich ging, und aus der durchtrinkenden Fliissigkeit bestand; wir beab- 
sichtigen festzustellen, ob der in der Pflanze gebundene Stickstoff oder 
der Stickstoff der betreffenden Fliissigkeit abnimmt. Versuche sind noch 
im Gange, um festzustellen, ob zwischen der Verainderung des Gehalts 
an Katalase bei den Samen in den verschiedenen Perioden nach der Aussaat 
und der Verainderung des Gehalts an Stickstoff ein Zusammenhang besteht ; 
falls dies zutrifft, kann die Frage vom energetischen Gesichtspunkt aus 
betrachtet werden. 

Zusammenfassung. 

In der vorliegenden Abhandlung wurde die anregende Wirkung 
untersucht, welche einige Alkaloide auf die Ausnutzung des Luftstick- 
stoffs von seiten der Samen gewisser Leguminosen ausiiben. Man kam 
zu folgenden Ergebnissen: 

I. Diese Wirkung wird sowohl bei Kaffein wie auch bei Strychnin- 
nitrat in Konzentrationen, die zwischen 1 und 2°, schwanken, bei 
Lupinen, Pferdebohnen und Erbsen beobachtet. 

II. Sie erreicht charakteristische Optimumwerte je nach den 
Samenarten, der Konzentration des Reizmittels und dem O,-Gehalt 
der umgebenden Atmosphare. Gewéhnlich nimmt sie mit der Abnahme 
des Sauerstoffgehalts zu, aber sie besitzt im Gegensatz zu dem Verhalten 
bei Kohlenoxyd noch einen Wert, der den Anfangswert um 20°, iiber- 
steigt, auch in einer Atmosphare, die 20° Sauerstoff enthalt (Versuche 
mit Luftdurchstrémung). 

Ill. Es wurde nachgewiesen, daB der Maximumwert des Stickstoff- 
gehalts (in der Trockensubstanz) einer bestimmten Periode des Pflanzen- 
lebens entspricht, die fiir die verschiedenen Pflanzenarten verschieden 
ist (gewohnlich 2 Tage fiir Erbsen, 24 Tage fiir Lupinen usw.). 


Literatur. 


1) Nerina Vita, diese Zeitschr. 245, 210, 1932. 2) M. Padoa u. 
A. Spada, Giornale di Biologia Applicata all’industria chimica I, Bde. 1, 3, 
5, 6 (1931). 


Quantitative Bestimmung 
des Gesamtstickstoffs im Harn mittels des Stufenphotometers. 


Von 
Carl Urbach. 
(Aus dem physiologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 21. Juni 1932. 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Im Laufe der Jahre wurde eine ganze Anzahl Modifikationen 
der Kjeldahl-Methode vorgeschlagen, die fast durchwegs brauchbare 
Analysenwerte ergaben, ohne da aber bisher die urspriingliche Vor- 
schrift verdringt wurde. 

So ist vielfach in amerikanischen Laboratorien statt der titrimetrischen 
Bestimmung des Ammoniaks die colorimetrische nach Folin (1) ein 
gefiihrt, bei der man durch Zusatz von Nesslers Reagens zu der Ammoniak- 
losung eine Gelbfarbung erzeugt, welche mit einer entsprechenden Standard- 
lésung verglichen wird (2). Wenn man dieses Verfahren, das ohne Zweifel 
viel Zeit und Miihe gpart, doch nicht iiberall vorzieht, so liegt dies haupt- 
sichlich daran, daB prinzipielle Bedenken gegen eine colorimetrische Be- 
stimmung tiberhaupt sprechen, von denen hier nur die wiederholt not- 
wendige Herstellung einer Standardlésung, die fundamentale Abhangigkeit 
von der Farbentiichtigkeit der Beobachter und der wesentliche EinfluS 
der Ermiidung und der Beleuchtung hervorgehoben seien. Andererseits 
sind aber, wenn praktisch-chemische Erfahrungen fehlen, durch die bei der 
Kjeldahl-Methode notwendige Destillation und Titration derart viele 
Fehlerméglichkeiten gegeben, daB es nur allzu begreiflich ist, wenn der 
Arzt trotz der grundlegenden Bedeutung einer exakten .,Stickstoffwechsel- 
bilanz‘* (3) auf die Gesamtstickstoffbestimmung im Harn, geschweige denn 
im Blute, verzichtet, falls keine eingerichteten Laboratorien mit geschulten 
Kraften zur Verfiigung stehen. 

Zweck dieser Arbeit ist es nun, eine Methode auszuarbeiten, die 
bei aller Einfachheit doch genaue Ergebnisse liefert, so daB sich ein 
praktisch-chemisch minder erfahrener Untersucher ihrer ruhig bedienen 
kann. Im Interesse dieser erstrebten Einfachheit lag es nun, woméglich 
jede Destillation und Titration zu vermeiden und, ohne die Vorteile 
der colorimetrischen Methode aufgeben zu miissen, doch ihre Nachteile 
auszuschalten. Infolgedessen wurde als Katalysator nach der Vor- 
schrift Autenrieths (4) das Cerdioxyd CeO, verwendet. Damit entfie! 
der ganze zweite Arbeitsgang, nimlich die Abdestillation des Am- 
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moniaks, weil das Cerdioxyd beim AufschluB in Sulfat tibergeht und 
lann durch Zusatz der Natronlauge als unlésliches Hydroxyd zu Boden 
sinkt, so daB die tiberstehende, klare Fliissigkeit direkt zur Colorimetrie 
verwendet werden kann. 

Statt der colorimetrischen Bestimmung wurde die stufenphoto- 
metrische Bestimmung gewahlt, da sich diese bereits nicht nur bei einer 
ganzen Anzahl von quantitativen Untersuchungen verschiedenster 
Art, sondern gerade auch bei der quantitativen Bestimmung des Am- 
moniaks im Trink- bzw. Nutzwasser ausgezeichnet bewahrt hat (5). 
[Ihre Modifikation hinsichtlich der Gesamtstickstoffbestimmung im 
Harn konnte keine prinzipiellen Schwierigkeiten bieten. 

Beziiglich Beschreibung des Instruments und seiner Handhabung sei 
auf die unter (6) zitierte Monographie des Autors verwiesen und hier 
sofort die experimentelle Begriindung vorliegender Methode geschildert. 





2_ftilfer 67 $7 $3 S30 47 V3 
a ers VV ATS 


~454 +1} +} 





j 
as 
Gb 4-4 — + 4 u 4 } ; Abb. 1. 
\-g7,41 + ,;—_} +, if 1 |} Typische Farbkurve einer mit 
~hi | ' to | Nesslers Reagens  gefirbten 
.s | | | | NH, Cl-Lésung, die pro 102 cem 
-2g\++—+ } 
SS a Lisung 0,2mg NH, 
S-jo}4+ 1 . . 
bzw. 0,1645mg N enthalt 
-ff\-4+—+ i | — : 

’ | Gemessen gegen Kompensations- 
-42+ T t = fliissigkeit. Filter S43 
-17}4 M — | 
-~7¥ — se 


30° 700 B50 ~ B00 “350 300 ~ 950 40 
Wellen/ange i7 Tall 


Vor allem war die ,,typische Farbkurve* aufzustellen, um das fiir die 
Messung geeignetste Filter zu bestimmen. Zu diesem Zwecke wurden 
0.3147 g NH,Cl (bei 105° C getrocknet) eingewogen und in 500 cem H,O* 
gelést. 125 ccm dieser Lésung wurden mit H,O* auf 500 ccm verdiinnt, 
so daB lecem dieser Lésung 0,05mg NH, bzw. 0,0411 mg N enthielt. 4 ccm 
dieser Lésung (0,2 mg NHs;) wurden in einen 100-cem-MeBkolben ab- 
pipettiert, aut 100 ccm mit H,O* aufgefiillt, mit 2 ccm Nesslers Reagens' 
versetzt und bei einer Schichtdicke von 20 mm unter reihenweiser Vor- 
schaltung simtlicher S-Filter photometriert. Um die zwar minimale, aber 
bei der Empfindlichkeit des Apparates, speziell bei kleineren N H,-Kon- 
zentrationen stérende Eigenfarbe des Reagens auszuschalten, wurde gegen 
eine Kompensationsfliissigkeit gemessen, die aus 100 cem H,O* und 2 ccm 
Nesslers' Reagens bestand. Wie der typischen Farbkurve (Abb. 1) zu 
entnehmen ist, soll mit dem Filter S43 gemessen werden. Uber das 
DurchlaBgebiet des Filters orientiert Tabelle I. 


* Das verwendete Wasser mu8 ammoniakfrei sein! Vor Gebrauch ist 
immer eine Blindprobe anzustellen und, falls sich Spuren von Ammoniak 
zeigen, muB nochmals nach der von Treadwell (8) gegebenen Vorschrift 
destilliert werden. 

1 Die Herstellung des Reagens ist weiter unten beschrieben; die Vor- 
schrift muB aus ebendort angefiihrten Griinden genau befolgt werden. 
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Tabelle I}. 


Spektralfilter. 





Maximum Wirksamer Wirksame* Breite Durchlissigk 
. der Durch- Filtersch wer- in au am Filter- 
Filter lassigkeit punkt pitt) Si schwerpunk 
in uu in uu \/o 1, ¢ 
8 43 — 434 20 41 1,1 


* Die wirksame Wellenlange bzw. wirksame Breite erhalt man aus der Kurve, welc 
durch Multiplikation der Durchlassigkeitswerte fiir jede Wellenlange mit der relativen En 
findlichkeit des Auges fiir Tageslicht erhalten wird. 


Tabelle II. 


Verhalten einer gefirbten, gut verschlossen aufbewahrten NH,Cl-Lésung, 

die pro 102 cem Lésung 0,30 mg NH, enthalt. Gemessen gegen Kompen 

sationsfliissigkeit unter Vorschaltung des Filters S 43 bei einer Schichtdick 
von 5mm. 





Negativer 
Logarithmus 


Zeit in Stunden 


yurchlassigkeiten 
nach hergestellter Durehlas igkei - 


Farbung in " der Durchlassigkeit 
0 61,5 0,211 
1 61,5 0,211 
2 61,5 0,211 
4 61,5 0,211 
s 61,5 0,211 


Tabelle III. 


Verainderung einer gefarbten, in die offene Kiivette eingefiillten NH,(C'- 

Lésung, die pro 102cem Lésung 0,30 mg NH, enthalt. Gemessen gegen 

Vergleichslésung unter Vorschaltung des Filters 8 43 bei einer Schichtdick« 
von 5mm. 





Zeit Negativer Zeit Negativer 
in Minuten Rn 2 Legumes in Minuten aeeuiett Lesa 
nach dem Fiillen " der nach dem Fiillen ~— / der 
der Kiivette = Durechlassigkeit der Kiivette iui. Durchlassigkeit 
0 61,5 0,211 35 61,0 0,215 
3 61,5 0,211 45 60,7 0,217 
6 61,5 0,211 60 59,7 0,224 
10 61,7 0,210 80 59,6 0,225 
15 61,5 0,211 100 59,1 0,228 
20 61.5 0,211 130 56,1 0,251 
25 61,25 0,213 199 55,5 0,256 





! Obwohl zur Berechnung der wirksamen Filterschwerpunkte di 
relative Augenempfindlichkeit fiir Tageslicht angenommen wird und be 
der Messung das vom Tageslicht in bezug auf die spektrale Energieverteilung 
abweichende Licht der Nitralampe benutzt wurde, ergaben die Daten det 
Tabelle I auch in diesem Falle eine hinreichende Kennzeichnung des Filter 
schwerpunktes. 
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Da mit dem Stufenphotometer noch minimale Verschiedenheiten der 
sogenannten Farbintensitat, die dem treien Auge bereits entgehen, wahr- 
genommen werden, muBte erst festgestellt werden, wann das Farbenmaximum 
tatsaichlich eintrat und ob es auch geniigend lang konstant blieb, um ein 
wandfreie MeBresultate zu erhalten. Wie Tabelle II und ILI zu entnehmen 
ist, bleibt die gefarbte Lésung, wenn sie gut verschlossen aufbewahrt wird, 
noch durch 8 Stunden unverdndert, wahrend die einmal in die offene 
Kiivette eingefiillte Fliissigkeit schon nach 20 Minuten eine Verdinderung 
hrer Farbintensitaét zeigt. Die Messung an eimer einmal in der Kiivette 
befindlichen Lésung muBte also innerhalb 20 Minuten abgeschlossen sein, 
eine Zeit, die sich auch bei Durchfiihrung aller Kontrollen mehr als vier- 
fach hinreichend erwies. 
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Abb. 2. 
Eichkurve der negativen Logarithmen der Durchlassigkeit einer mit Nesslers Reagens gefarbter 
NH, Cl-Lisung, die pro 102cem Lésung steigende Mengen N (0,0 bis 1 mg) enthilt 
Gemessen gegen Kompensationsfliissigkeit. Filter 8 43. Schichtdicke 5mm 


Die Priifung des Beerschen Gesetzes ergab die interessante Tatsache, 
daB die strenge Proportionalitaét zwischen Konzentration und Farbintensitat, 
wie der Abb. 2 entnommen werden kann, nur in einem Konzentrationsbereich 
von 0,0 bis 0,5 mg N pro 102 ccm Lésung gilt, so daB es sich, falls keine 
Eichkurven, die simtliche Punkte belegen, vorhanden sind, empfiehlt bei 
Untersuchungen hinsichtlich des Gesamtstickstoffs im Harn, die fiir die 
Messung optimal geeignete N-Konzentration erst herzustellen. In diesem 
Konzentrationsbereich war die Errechnung einer beliebigen Konzentration 


aus ihrem Extinktionskoeffizienten nach der Formel c, C2 mdglich, 


wenn einmal c, und k, bestimmt waren. 

Zu diesem Zwecke wurden zehn NH,(1-Lésungen so verdiinnt, daf 
die entsprechenden Verdiinnungen einen N-Gehalt von 0,247mg N in 
102 cem vorschriftsmaBig behandelter und gefarbter Lésung aufwiesen. 
Die photometrische Durchlassigkeit ergab unter Vorschaltung des Filters S 43 
bei einer Schichtdicke von 5mm als Mittelwert berechnet fiir D 61,3 
und bei einer Schichtdicke von 10 mm fiir D = 37,58. Der Extinktions- 
koeffizient betrug 0,425. 


Biochemische Zeitschrift Band 252, 20 
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Um die Methode noch weitgehender zu vereinfachen, wurde eine Reih¢ 
entsprechend abgestufter Lésungen von bekannter Konzentration ge- 
messen und deren Mittelwert in ein Koordinatensystem eingetragen, dessen 
Abszisse die Konzentrationen und dessen Ordinate die zugehérigen Ab- 
lesungen (Durchlassigkeit in Prozenten) (Abb. 3 und 4) bzw. negativen 
Logarithmen der Durchlassigkeit (Abb. 5) bildeten. Die Eichkurve der 
Extinktionskoeffizienten ist in Abb. 6 zu finden. Das Verfahren bei det 
Messung besteht dann nur noch darin, da8 man die vorschriftsmaBig her 
gestellte und gefarbte Untersuchungslésung in eine Kiivette von 5 bzw. 
10 mm Schichtdicke fiillt und unter Vorschaltung des Filters 843 mit de 
Trommelschraube die Einstelhung auf gleiche Helligkeit vornimmt. Zu 
jeder Ablesung kann dann die Konzentration direkt aus den Eichkurven 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Eichkurve der direkten Ablese- Eichkurve der direkten Ablese- 
werte einer mit Nesslers Rea- werte einer mit Nesslers Rea- 
gens gefairbten N H, Cl-Lésung, gens gefirbten NH, Cl-Lésung, 
die pro 102cem Lésung steigende die pro 102 ccm Lésung steigende 
Mengen N (0,0 bis 0,5 mg) enthialt. Mengen N (0,0 bis 0,5 mg) enthalt. 
Gemessen gegen Kompensations- Gemessen gegen Kompensations- 
fliissigkeit. FilterS 43. Schicht- fliissigkeit. Filter S 43. Schicht- 
dicke 5mm. dicke 10mm. 
Werte: Oberhalb der Kurve Werte: Oberhalb der Kurve 
= Durchldssigkeit in °/,, unter- == Durchliassigkeit in °/9, unter- 
halb der Kurve ( ) N in mg. halb der Kurve ( ) = N in mg. 


(Abb. 3 und 4) entnommen werden. Um auch Personen, denen vielleicht 
die Ablesung von Zahlenwerten aus Eichkurven Schwierigkeiten bereiten 
sollte, die exakte Verwertung ihrer Messung zu ermdéglichen, sind in Ta- 
belle V und VI Eichtabellen wiedergegeben, die eine direkte Entnahme des 
zu bestimmenden N-Gehaltes gestatten. 

Zur Gesamtstickstoffbestimmung im Harn sind folgende Reagenzien 
erforderlich: 1. Konzentrierte Schwefelsiure, 2. Kaliumsulfat (K,S0O,), 
3. Kjeldahl-Lauge (33% NaOH), 4. Cerdioxyd (CeO,), 5. Nesslers 
Reagens. 

Da selbst minimalste Spuren von Ammoniak mit Nesslers Reagens 
eine Gelbfirbung ergeben, miissen saimtliche Reagenzien und das 
zur Verwendung gelangende Wasser absolut ammoniakfrei sein. 


Zu 1. Schwefelséiure. Reinste Schwefelséure pro analysi (Kahlbaum) 
zeigt manchmal geniigende Reinheit, sonst aber wechselt der N-Gehalt bei 
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verschiedenen Chargen. Die Schwefelsfure muB8B daher zuerst im Blind- 
versuch tiberpriift werden. Auf Wunsch liefern aber Schering u. Kahl- 
baum auch ausgesucht reine Schwefelséure. 

Zu 2. Kaliumsulfat. Reinstes, N-freies Kaliumsulfat ist von der 
Firma Schering u. Kahlbaum, A.-G., Berlin, zu beziehen. Ein eventuell ander- 
warts bezogenes Praparat ist durch Ausgliihen von Ammonsalzen zu befreien. 

Zu 3. Kjeldahl-Lauge. Reinste, N-freie Ajeldahl-Lauge (Kahlbaum) 
wird mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers und Siedeperlen in 
einer Destillationsapparatur so lange eingeengt, bis das Ausgangsvolumen 
der Lauge wieder erreicht ist. Wenn der nun folgende Blindversuch noch 
Spuren von NH, erkennen lé$t, dann erneuter Wasserzusatz und aber- 
maliges Einengen bis zur tatsaéchlichen Reinigung. Da die im Kontakt mit 
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Abb. 5. Abb. 6. 

Eichkurve der negativen Loga- Eichkurve der Extinktionskoeffi- 
rithmen der Durchlissigkeit zienten einer mit Nesslers Rea- 
einer mit Neasslers Reagens ge- gens gefirbten NH, Cl-Lisung, 
farbten NH,Cl-Lésung, die pro die pro 102cem Lésung steigende 
102cem Lésung steigende Mengen Mengen N (0,0 bis 0,5 mg) 

N (0,0 bis 0,5 mg) enthalt. enthalt. 
Gemessen gegen Kompensations- Gemessen gegenK ompensations- 
fliissigkeit. Filter S 43. Schicht- fliissigkeit. Filter S 43 
dicke 5mm. Werte: Oberhalb der Geraden 
Werte: Oberhalb der Geraden () = N in mg, unterhalb der 
()=N in mg, unterhalb der Geraden Extinktionskoeffi- 
Geraden = negativeLogarithmen zienten. 


der Durchiadssigkeit. 


der Luft aufgenommenen Staubpartikelchen zwar in den Lésungen an sich 
keine Reaktion zeigen, aber beim Kochen NH, bilden, ist das Einkochen 
immer in einer Destillationsapparatur, die einen Kontakt mit der Luft 
ausschlieBt, durchzufiihren (7). 

Zu 5. Nesslers Reagens. Nach der Vorschrift Autenrieths werden 
10g Mercurijodid (HgJ,) in einem Porzellanmérser mit etwas Wasser 
verrieben, die Mischung in eine dunkle Flasche gespiilt und mit dem Rest 
des Wassers (im ganzen werden 100 cem verwendet), in dem 5g Jodkali 
und 20g reines, aus Metall dargestelltes Atznatron gelést wurden, ver- 
setzt. Innerhalb 24 Stunden setzt sich der Bodensatz gut ab, so daB 
die véllig klare Lésung abdekantiert und gut verschlossen in dunklen 
Flaschen aufbewahrt werden kann. 


Die gegebene Vorschrift ist unbedingt einzuhalten, da sonst Trii- 
bungen und Stérungen der Proportionalitat zwischen Gelbfirbung 
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und Ammoniakgehalt eintreten. Deshalb ist das héchstens 3 Woche 
haltbare Reagens tunlichst frisch zu verwenden. 


An Apparatur ist erforderlich: a) Ein Pulfrich-Photometer in de: 
Standardausriistung fiir analytische Absorptionsbestimmungen. b) Ei: 
Kjeldahl-Kélbchen (Jenaer Glas) von 50 ccm Inhalt und mindestens 
15cm langem Hals. c) Je ein MeBkolben von 1 Liter bzw. 100 cen 
Inhalt. d) Eine geeichte Kapillarpipette fiir 1 ccm. e) Eine geeicht: 
Pipette fiir 2cem. f) Ein Bunsenbrenner. 


FolgendermaBen wurden die Bestimmungen durchgefiihrt : 

leem des mit der Kapillarpipette sorgfaltig abgemessenen Harne 
wurde mit 5ccm konzentrierter Schwefelsaure, 5g Kaliumsulfat und 
etwa 0,05 g Cerdioxyd im Kjeldahl-K6lbchen direkt iiber einer Bunsenflamny 
zuerst langsam, dann schneller etwa */, Stunde lang erhitzt und erkalte: 
gelassen. Der Inhalt des K6lbchens wurde dann mit ammoniakfreien 
Wasser ohne Verlust in den 1-Liter-Me8kolben gespiilt, unter stetige: 
Kithlung mit Kjeldahl-Lauge gegen Lackmus schwach alkalisiert, mit 
ammoniakfreiem Wasser bis zur Marke aufgefiillt, umgeschiittelt und zm 
Absetzen auf 1 Stunde beiseite gestellt. 


Die absolut klare Lésung wurde dann zur Farbung verwendet, wobs 
aber noch erst festzustellen war, ob die vorhandenen Elektrolyte! einen 
stérenden EinfluB auf die sogenannte Farbintensitat und deren Konstan: 
hatten. 


Zu diesem Zwecke wurde eine Lésung hergestellt, die einen bestimmte: 
Salzgehalt aufwies, und zwar einen Salzgehalt, der den praktisch tiberhaupt 
vorkommenden Maximalsalzwerten bei Verwendung von Harn und bei Ein 
haltung obiger Vorschrift entsprach. Fast alle Salze des alkalisierten Auf 
schlusses liegen als Sulfate, und zwar hauptsachlich als Kalium- und Natriun 
sulfat, vor, da die im Harn noch vorhandenen Calcium- und Magnesiun 
mengen schon mit Riicksicht ayf den Ansatz (1: 1000) praktisch bedeutungs 
los sind. Da also im AufschluB 5g Kaliumsulfat, etwa 8 g* Natriumsulfat 
und héchstens 0,3 g Natriumhydroxyd (schwach alkalisch) vorhanden sind 
so wurden diese Mengen in 1000 cem H,O gelést und von dieser Lésung 
je 10, 20 sowie 40 ccm mit 6 cem der NH,Cl-Lésung (0,247 mg N) in einen 
100 cem-MeBkolben versetzt, auf 100 mit ammoniakfreiem H,O aufgefiillt 
und mit 2 ccm Nesslerschen Reagens gut vermischt. Nach 5 Minuten wurd: 
mit einer Schichtdicke von 10 und 5 mm unter Vorschaltung von § 43 gegen 
die Kompensationsfliissigkeit gemessen. 


Wie der Tabelle IV zu entnehmen ist, tritt bei Salzkonzentrationen. 
die einer Anwendung von 10 bis 20cem des alkalisierten Aufschlusses 
entsprechen, keine Beeinflussung ein. Es ist seibstredend nicht aus 
geschlossen, auch bei 40 ccm alkalisierten Aufschlusses eine klare, zw 


‘ a =e 
1 Die mit Nesslers Reagens entstehende Verbindung O- He >-NH,. J 


kann bei héherem Ammoniakgehalt, insbesondere bei Gegenwart vol 
Elektrolyten leicht ausflocken. 

* Diese Menge entspricht 1. der nach dem Aufschlu8 zuriickbleibende! 
Schwefelséure (maximal 3 ccm) und 2. dem umgesetzten Cerhydroxyd. 
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Tabelle IV. 





Schichtdicke 5mm Schichtdicke 10 mm 
Lisung mg-N Salzlisung 
Extinktions- Extinktions 
ecm D in koeffizient Diu koeffizient 
I 0,247 0 61,2 0,426 37,7 0,424 
Il 0,247 10 61,4 0,423 37,6 0,425 
I 0,247 20 61,3 0,425 37,6 0,425 
[V* 0.247 40 _ — 36,2 0,441 


* Opaleszierend, triib 


photometrischen Messung geeignete Lésung zu erhalten, wenn der Salz 
gehalt entsprechend gering ist. Das Arbeiten mit 10 bis 20 cem wurde des- 
halb empfohlen, weil dann in jedem Falle eine Triibung ausgeschlossen ist. 

Der bei Verwendung des Nesslerschen Reagens oft entstehende, auBerst 
feine, sich am Boden absetzende, rétliche Niederschlag stért bei unseren 
Versuchsbedingungen nicht. Ammoniakalische Lésungen, die den maximal 
zulassigen Salzwert enthielten, zeigten dasselbe Verhalten wie reine Lésungen 
(Tabelle Il). Ebenso ist hervorzuheben, da8 sich auch diese einmal in die 
Kiivetten gefiillten Lésungen, ebenso wie die reinen Lésungen, bereits 
nach 20 Minuten in ihrer Farbintensitaét anderten (siehe Tabelle ITT). 

Daraus ergibt sich die Vorschrift: 

l ccm des mit der Kapillarpipette sorgfaltig entnommenen Harns 
wird mit 5ccm konzentrierter Schwefelsaure, 5g Kaliumsulfat und 
etwa 0,05 g Cerdioxyd im KAjeldahl-Kélbchen zuerst langsam, dann 
schneller, iiber der Bunsenflamme durch eine */, Stunde erhitzt und 
erkalten gelassen. Dann wird der Inhalt des K6lbchens mit ammoniak- 
freiem Wasser! ohne Verlust in einen 1-Liter-MeBkolben gespiilt und 
unter stetiger Kihlung mit Ajeldahl-Lauge gegen Lackmus schwach 
alkalisch gemacht. Nun wird mit ammoniakfreiem Wasser! bis zur 
Marke aufgefiilli, gut umgeschiittelt und zum Absetzen auf 1 Stunde 
beiseite gestellt. 

Von der dann absolut klaren Lésung pipettiert man genau 20 ccm 
in einen 100-cem-MefSkolben, fiillt mit ammoniakfreiem Wasser bis zur 
Marke auf, fiigt 2 ccm Nesslers Reagens hinzu und schiittelt gut um. 
Nach 5 Minuten wird bei einer Schichtdicke von 10 oder 5mm unter 
Vorschaltung des Filters 843 gegen eine Kompensationsfliissigkeit 
gemessen, die aus 100 ccm ammoniakfreiem Wasser und 2 ccm 
Nesslers Reagens besteht. Die Messung muB8 innerhalb 20 Minuten 
beendet sein, da nur innerhalb dieser Zeit die Probe in der Kiivette 
farbkonstant bleibt. Dem an der MeStrommel abgelesenen Wert D 
entspricht in der Rubrik A der Tabelle V und VI der in der photo- 
metrierten Lésung vorhandene Stickstoffgehalt in Milligramm. Um 
den Gesamtstickstoff in 1 cem Harn zu ermitteln, mu8B man diesen 


1 Siehe Anmerkung * auf S. 293. 
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Filter S 43, Schichtdicke 5 mm. 


D Trommelablesewert. 


C. Urbach: 


Tabelle V. 


A 


Stickstoff in Milligramm pro 102 cen 


Farblésung. 


Gemessen gegen Kompensationsfliissigkeit. 





D 


37,8 
38,0 
38,2 
38,4 
38,6 
38,8 
39,0 
39,2 
39,4 
39,6 
39,8 
40,0 
40,5 
41,0 
41,5 
42.0 
42.5 
43,0 
43,5 
44.0 
44.5 
45.0 
45.5 
46,0 
46,5 
47.0 
47.5 
48.0 
48.5 
49.0 
49.5 


Wert noch mit 50 multiplizieren und den bei der Blindprobe eventuel! 


A 


0,491 
0,488 
0,485 
0,483 
0,479 
0.477 
0,475 
0,472 
0,470 
0,467 
0,464 
0,461 
0,456 
0,449 
0,443 
0.438 
0,432 
0,426 
0,420 
0,414 
0,409 
0.403 
0,397 
0,391 
0,387 
0,381 
0,375 
0.370 
0,364 
0,360 
0,354 
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0,349 
0,345 
0,339 
0,334 
0,330 
0,325 
0,320 
0,316 
0,311 
0,306 
0,302 
0,297 
0,293 
0,288 
0,283 
0,279 
0,275 
0,270 
0,266 
0,262 
0,258 
0,250 
0,241 
0,233 
0,225 
0,217 
0,210 
0,202 
0,195 
0.187 
0.180 


gefundenen N-Blindwert subtrahieren. 


Findet man also z. B. bei Schichtdicke 5mm als Trommelablese- 
wert 65,0, so entspricht dies in der Rubrik A dem Werte 0,217 mg 
Der Gesamtstickstoffgehalt in 1 ccm dieses Harns betragt demnac! 
10,85 mg (Blindwert 0), das ist bei einer Tagesmenge von 1500 ccm 
16,28 g. 

Wenn der Trommelablesewert bei einer Schichtdicke von 5mm 


kleiner als 37,8 bzw. 10 mm kleiner als 


14,3 ist, so werden zur Farbung statt 20 nur 10 ccm des aufgeschlossenet 
Harns verwendet: sonst wird wie angegeben verfahren. Um den Gesamt 
stickstoffgehalt in 1 cem Harn zu bestimmen, wird der erhaltene Wert 
dann statt mit 50 mit 100 multipliziert. 


bei einer Schichtdicke von 





D 


71,0 
72,0 
73,0 
74,0 
75,0 
76,0 
77,0 
78,0 
79,0 
80.0 
81,0 
82,0 
83,0 
84,0 
85.0 
86,0 
87.0 
88.0 
89,0 
90,0 
91.0 
920 
93,0 
94,0 
95,0 
96.0 
97,0 
98,0 
99.0 
100.0 


A 


0,173 
0,166 
0,159 
0,152 
0,145 
0,138 
0.132 
0,125 
0,118 
0,113 
0.107 
0,100 
0,094 
0,088 
0,082 
0,077 
0,071 
0,065 
0.059 
0.053 
0,048 
0,042 
0,037 
0,031 
0,025 
0,021 
0.015 
0,010 
0.005 
0.000 
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Filter 8 43, Schichtdicke 10mm. Gemessen gegen Kompensationsfliissigkeit. 


Tabelle 


ae 





D = Trommelablesewert. A = Stickstoff Milligramm 102 cem 
Farblésung. 

D A D A D A 
14,3 0,490 18,0 0,432 23,4 0,366 
14,4 0,489 18,1 0,431 23,6 0,364 
14,5 0,487 18,2 0,429 23,8 0,362 
14,6 0,485 18.3 0,428 24.0 0,360 
14,7 0,483 18,4 0,427 24,2 0,358 
14,8 0,482 18,5 0,425 24,4 0,356 
14,9 0,480 18.6 0.424 24.6 0,354 
15,0 0,478 18,7 0,423 24,8 0,351 
15,1 0,477 18,8 0,421 25,0 0,349 
15,2 0,475 18,9 0,420 95.2 0,347 
15,3 0,473 19,0 0,419 25,4 0,345 
15,4 0,472 19,1 0,417 25,6 0,343 
15,5 0,470 19,2 0,416 25,8 0,341 
15,6 0,468 19,3 0,415 26,0 0,340 
15,7 0,467 19,4 0,413 26.2 0,338 
15.8 0,465 19.5 0,412 26.4 0,336 
15.9 0,464 19,6 0.411 26.6 0, 3% 
16,0 0,462 19,7 0,409 26,8 0,332 
16,1 0,460 19,8 0.408 27.0 0,330 
16.2 0,459 19.9 0.407 97.2 0,328 
16.3 0.457 20.0 0.406 97.4 0,326 
16.4 0,456 20.2 0.403 97.6 0,324 
16,5 0,454 20,4 0,401 27,8 0,323 
16,6 0,453 20.6 0,398 28.0 0.321 
16,7 0,451 20.8 0,396 28,2 0.319 
16.8 0,450 21,0 0,393 28.4 0,317 
16,9 0,448 21,2 0,391 28,6 0,315 
17,0 0,447 21.4 0,389 28,8 0,314 
17,1 0,445 21.6 0,386 29,0 0,312 
17,2 0,444 21,8 0,384 29.2 0.310 
17,3 (),442 22.0 0,382 29.4 0,399 
17,4 0,441 22,2 0,379 29.6 0,307 
17,5 0,439 22.4 0,377 29,8 0,305 
17.6 0,438 226 0.375 30.0 0,303 
17,7 0,436 22.8 0,373 30,2 (0,302 
17.8 0,435 23.0 0.370 30.4 0.309 
17.9 0.434 23.2 0.368 30.6 0,298 
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Vi (Fortsetzung). 





D 


0,297 
0,295 
0,294 
0,292 
0,299 
O.289 
0,287 
0,286 
0,284 
0,283 
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0,267 
0,266 
0,265 
0,263 
0,262 
0,260 
0,259 
0,258 
0,256 
0.255 
0,253 
0,252 
0,251 
0,249 
0,248 
0,247 
0,245 
0,244 
0,243 
0,241 
0,240 
0,239 
0,237 
0,236 





39,4 
39,6 
39.8 
40.0 
40,5 
41.0 
41,5 
42.0 
42.5 
43.0 
43,5 
44.0 
44.5 
45,0 
45.5 
46,0 
46.5 
47,0 
47,5 
48.0 
48.5 
49,0 
49.5 
50.0 
50.5 
+ 51,0 
51,5 
52,0 
52,5 
53.0 
54,0 
54,5 
55,0 
55,5 
56,0 
56,5 
57,0 
57,5 
58.0 
58,5 


59,0 


i 


0,235 
0,233 
0,232 
0,231 
0,228 
0,225 
0,222 
0,219 
0,216 
0.213 
0,210 
0.207 
0,204 
0.201 
0,198 
0,196 
0,193 
0,190 
0,188 
0,185 
0,182 
0,180 
0,177 
0,175 
0,172 
0,170 
0,167 
0,165 
0,162 
0,160 
0,157 
0,155 
0,153 
0,151 
0,148 
0,146 
0,144 
0,142 
0,139 
0,137 
0,135 
0,133 





D 


59.5 
60.0 
61,0 
62,0 
63.0 
64,0 
65,0 
66.0 
67,0 
68.0 
62,0 
70,0 
71,0 
72,0 
73,0 
74,0 
75,0 
76,0 
77,0 
78.0 
79,0 
80.0 
81,0 
82.0 
83.0 
84,0 
85,0 
86,0 
87.0 
88.0 
89.0 
90,0 
91,0 
92,0 
93,0 
94,0 
95,0 
96.0 
97,0 
98.0 
99.0 
100,0 


0,131 

0.129 
0,125 
0,120 
0.116 
0,112 
0,109 
0.105 
0,101 

0,097 
0,094 
0.090 
0,086 
0,083 
0,079 
0.076 
0,072 
0,069 
0,066 
0,063 
0,059 
0,056 
0,053 
0,050 
0,047 
0,044 
0,041 
0,038 
0,035 
0,032 
0,029 
0,027 
0,024 
0.021 
0.018 
0.016 
0,013 
0,010 
0.008 
0.005 
0,002 
0.000 
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Auf jeden Fall muB der Blindwert der Reagenzien, mit denen man 
irbeitet, bestimmt werden. Zu diesem Zweck werden 1 com ammoniak- 
freies' Wasser, 5ccm H,SO,, 5g K,SO, und 0,05 g CeO, im Kjeldahl- 
Kolben aufgeschlossen, nach dem Erkalten in einen 1000-cem-Kolben 
mit ammoniakfreiem Wasser ausgespiilt, unter staindiger Kiihlung 
mit KAjeldahl-Lésung schwach alkalisch gemacht und auf 1000 ccm 
mit ammoniakfreiem Wasser! aufgefillt. Nach 1 Stunde werden 
40cem der klaren Lésung in einen 100-ccm-Kolben gebracht, mit 
Wasser aufgefiillt, mit 2ccm Nesslers Reagens versetzt und photo- 
metriert. Der gefundene Stickstoffwert, mit 25 multipliziert, ergibt 
den Fehler, der bei einer Analyse von 1 cem Harn bei Verwendung 
dieser Reagenzien im Sinne einer N-Mehrbestimmung unterlauft. 
Diese Blindbestimmung mu® stets vor Gebrauch neuer Reagenzien 
durchgefiihrt werden. 

Die Genauigkeit dieser einfachen Methode zeigt nachstehender 
Vergleich mit der Makrostickstoffbestimmung nach Kjeldahl (Ta- 
belle VII) und einige Analysen von Harnstofflésungen (Tabelle VIII). 


Tabelle VII. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 








Stufenphotometrisch litrimetrisch 
ities Differenz 
Mittel- verwendeter — stufen- 
na. || wert Harn mg N , || verwen- mg N photometrischer 
ee Re A , sbete- & N deter abziig- & N ‘und titrimetri- 
: stim- fiir den fiir die lich see ce Harn in lich 100 ec scher Bestim- 
mung | Auf- Far- Blind- Ha cm) cem fiir  Blind- Ha cm | mung in g pro 
schluB | bung wert arn | den Auf- wert arm 100 cem Harn 
in eem | in cem sehluss 
I 3 1,0 0,02 12,05 1,205 5 60.38 1.208 0.003 
IT 2 0,02 917 0,917 5 45,74 0,915 0,002 
IIT 3 10 0,02 1434 1,434 5 71,17 1,423 0.011 
lV 2 1,0 | 0,02 138,08 1,308 5 66,34 1,327 0,019 
V 3 10 9,02 8,69 0,869 5 43,41 0,868 0.001 
Tabelle VIII. 
Harnstoffanal ysen. 
Verwendete Harnstoffmenge Gefundene Harnstoffmenge 
wien in mg in mg Abweichung 
nalyse t 
J fiir den fiir die in der gefarbten oe +3 
Aufschluf Furbung Lisung inegosame 
I 10 0,1 0,0998 9,98 — (),2 
II 10 0,1 0,0998 9.98 - 0,2 
Ill 15 0,15 0,1471 14,71 —19 
IV 20 0.2 0.1989 19.89 0,5 
V 5 0,2 0,2013 5.0325 + 0,6 
VI 5 0,2 0.1950 4.875 2.5 


! Siehe Anmerkung * auf S. 293. 
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Kurze Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode angegeben, die, ohne groBe Laboratoriums 
kenntnisse vorauszusetzen, eine exakte quantitative Bestimmung de: 
Gesamtstickstoffs im Harn erméglicht. Bei dieser Methode entfall: 
jede Destillation und Titration sowie die Herstellung einer Standard 
lésung. Ebenso ist man von der Farbentiichtigkeit des Untersuchers 
weitgehend unabhangig. Zur Verwendung gelangt 1 ccm Harn. 
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Uber den Trehalosegehalt 
und das Trehalosebildungsvermégen der Unterhefe. 


Von 
Stig Veibel, Kopenhagen. 


(Eingegangen am 23. April 1932.) 


In einer Mitteilung iber die Vergarung und Phosphorylierung von 
Trehalose diskutieren Kluyver und Roosmalen' die Frage, ob das bei 
der zellfreien Garung (Robison und Morgan?) und ebenso bei der Ver- 
garung von Zucker mit frischer toluolisierter Hefe (Veibel*) gebildete 
[rehalose-mono-phosphat durch Phosphorylierung von Trehalose ent- 
standen sei, die in der Hefe praformiert ist, oder ob die Trehalose (als 
Mono-phosphorsaureester) durch irgendeinen synthetischen Vorgang 
gebildet werde. Wabrend Robison und Morgan sich fiir eine synthetische 
Bildung der Trehalose aussprechen, halten die beiden hollandischen 
Autoren, sich teilweise auf meine Ergebnisse beziehend, dies fiir zweifel- 
haft. Es scheint mir deshalb angebracht, einmal an Hand meiner Zahlen 
festzustellen, welche Quantitaéten von Trehalose in Frage kommer 
wirden, um als Muttersubstanz fiir die gefundene Menge Trehalose- 
mono-phosphorséiure dienen zu kénnen. Vorwegnehmend kann ich 
schon sagen, daB es sich um so bedeutende Mengen von Trehalose 
handelt, daB kaum ein Zweifel an der synthetischen Erzeugung des 
Disaccharids bestehen kann. 

In den folgenden Berechnungen beziehen sich die Seitenzahlen 
auf meine oben erwahnte Arbeit. Gefunden wurde dort: 





Vergiirungszeit, Std. : 4 8 32 
T é se-ester-P 0 , 
eens SH) 1,1 10,0 11,6 


des Total-P (S. 354) | 


1 A.J. Kluyveru. F. L. W. van Roosmalen, diese Zeitschr. 245, 13, 1932. 
2 R. Robison u. W.J. 7. Morgan, Biochem. J. 22, 1277, 1928; 24, 
119, 1930. 


3S. Veibel, diese Zeitschr. 239, 350, 1931. 
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In den Hauptversuchen wurden pro Versuch 332g NaH,PO, 
2H,O 2,13 Mol in Arbeit genommen. Die Hefenmengen ware: 
2400 g. Das Molekulargewicht der Trehalose (C,,H,,0,,, 2H,O 
ist 378. Die den gefundenen Mengen Trehaloseester entsprechende 
Quantitaten Trehalose sind dann nach 4 Stunden 8,9 g, nach 8 Stunde: 
80,5 g und nach 32 Stunden 93,3 g. Das heiBt: 





Nach Std 4 s 32 


Gramm Trehalose pro| 
Kilogramm Hefe 


~ 
or 
os 
te 


Wenn man nur mit den isolierten Bariumsalzen rechnet, stellt sic! 
die Berechnung wie unten: 





Isoliert nach Std. 4 8 32 

g g g 
i Als Ba-Monophosphat (p. 364) . . 15,6 28,4 25,7 
| Durchschnitt-Molekulargewicht (p. 366) 410.9 452.7 474,09 

Mit Trehalose-°/) (p. 367) ; a 35 45 
d. h. g Trehalose . TAP dere ee 0,72 8.3 9,2 
Gramm, Trehalose pro Kilogramm Hefe 0.3 3.5 3.8 


Tanret' hat aus Oberhefe maximal 20 g Trehalose pro Kilogramm 
Hefe isoliert, und zwar auf Trockensubstanz berechnet [Aluyver und 
Roosmalen haben aus getrockneter Delfter PreBhefe (ihr Trockengehalt 
ist nicht angegeben) nur 3g Trehalose pro Kilogramm Hefe isoliert| 
Er gibt an, daB die Hefe einen Trockengehalt von 28°, besaB; auf 
gewohnliche frische Hefe berechnet ist der Trehalosegehalt also 5,6 g 
pro Kilogramm Hefe. Aus Unterhefe (Dumesnil) ist es Tanret nicht 
gelungen, Trehalose zu isolieren, und wenn er auch meint, vielleicht das 
Auftreten eines Reduktionsvermégens nach erfolgter Saurehydrolyse 
als eine Andeutung fiir die spurenhafte Gegenwart eines Disaccharids 


nehmen zu kénnen, so ist es eben nur eine Andeutung, und TJ'anret 
selbst folgert aus seinen Versuchen, daB Unterhefe keine Trehalose 
enthalt. Er kommt also zu dem gleichen Ergebnis wie Miintz*, der aus 
Bierhefe keine Trehalose zu isolieren und auch nicht durch Polari- 
sierung nachzuweisen vermochte. 

Es fragt sich nun, ob diese negativen Befunde durch Verlust: 
wahrend der Aufarbeitung zu erklaren sind, und ob die Gefahr fiir solche 





Verluste bei der Aufarbeitung der trehalosephosphorsauren Salz« 
reringer ist. Ich glaube nicht, daB man behaupten kann, daB die Verlust- 
’ £ £ g 


1 G. Tanret, Bull. Soc. chim. biol. 13, 598, 1931. 


61, 1876 


2 A. Miintz, Ann. d. chim. et d. phys., 5me Serie, 8, 56, 
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méglichkeiten bei der Phosphatmethode geringer sind als bei der Ex- 
traktion der freien Trehalose; die wiederholten Bleisubacetatfaillungen 
sind doch mit recht groBen Verlusten verkniipft. 

Gegen die ersten Zahlen (3,7, 33,5, 38,4 g Trehalose pro Kilogramm 
Hefe) kann man einwenden, da® ihre Richtigkeit davon abhangt, daB 
sich das Verhaltnis zwischen Hexose-monophosphat und Trehalose- 
monophosphat wahrend der Isolierung der Bariumsalze nicht verandert. 
Wenn man jedoch in Erwagung zieht, daB von den beiden Bariumsalzen 
das trehalosemonophosphorsaure Barium in Alkohol-Wassergemischen 
léslicher ist, so wird man annehmen miissen, daB die hier gefundenen 
Trehalosewerte eher Minimumdaten sind, als da sie durch Verlust an 
Hexose-monophosphat wahrend der Isolierung zu hoch gefunden 
worden waren. 

Das Resultat dieser Berechnungen ist also, daB der Trehalosegehalt 
der Hefe, um die Bildung der gefundenen Mengen Trehaloseester zu 
erméglichen, mindestens von derselben GréBenordnung sein muB, wie 
sie von Tanret bei Oberhefe gefunden worden ist, und es ist nicht un- 
wahrscheinlich, daB der Gehalt sieben- bis zehnmal griéBer sein miiBte. 
DaB ein Trehalosegehalt von dieser GréBe vollig unentdeckt geblieben 
sein sollte, scheint sehr unwahrscheinlich. 

Kluyver und Roosmalen haben die Vergairungsgeschwindigkeit 
der Trehalose mit Trockenhefe (Oberhefe) untersucht, und bei einem 
Versuch haben sie auch das Verschwinden des freien Phosphats wihrend 
des Garungsverlaufs verfolgt. Sie finden, daB die Phosphatzufiigung 
eine Erhéhung der Gargeschwindigkeit mit sich bringt, die aber bald 
(nach '/, Stunde) zum Stillstand kommt. Die Phosphatbindung wird 
in den nachsten 2 Stunden vollstandiger, erreicht nach 2 bis 2',, Stunden 
ein Maximum, und dann setzt eine erneute Erhéhung der Gargeschwin- 
digkeit ein. Kluyver und Roosmalen erkliren dies merkwiirdige Ver- 
halten der Trehalose dadurch, ,,daB dieser Zucker anfangs zwei wett- 
bewerbenden chemischen Umlagerungen unterliegt, und zwar einerseits 
der Hydrolyse mit anschlieBender Vergirung der gebildeten Glucose, 
und andererseits einer direkten Phosphorylierung. Das allmihliche 
Verschwinden des freien Phosphats wiirde dann eine Abnahme der 
Geschwindigkeit der letzten Reaktion bedingen, wodurch die Hydrolyse- 
geschwindigkeit gesteigert wiirde’’. Wenn man diese Erklirung an- 
nimmt, kann man kaum die Entstehung des bei meinen Versuchen 
gebildeten Trehaloseesters anders erkliren als durch eine TJ'rehalose- 
synthese. Die Bildung von Trehaloseester faingt erst an erkennbar 
zu werden zu der Zeit, wo die Phosphatbindung am _ vollstandigsten 


wird, wo also nach Kluyver und Roosmalen eine Trehaloseh ydrol yse 
stattfinden sollte. Die Trehaloseesterbildung wird zwar fortgesetzt, 
auch nachdem die Phosphatabspaltung wieder nachweisbar ist; die 


| 
| 
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bedeutendste Bildung findet aber wahrend der phosphatfreien Period: 
statt (1,1°, nach 4 Stunden, 10,0°, nach 8 Stunden, 11,6°% nac! 
32 Stunden). Wenn man auch der Bierhefe ein gréBeres Phosphor 
lierungsvermégen zuschreibt als der PreBhefe, so ist es doch unwah: 
scheinlich, daB ausgerechnet in der phosphatfreien Periode die gréBt: 
Phosphorylierung stattfinden sollte. Naherliegend ware schon di 
Annahme, daB der Trehaloseester synthetisch aus Hexose-monophosphor 
siure und Hexose gebildet wird: es scheint mir aber entschieden ver 
friiht, tiiber den Mechanismus der Trehaloseesterbildung Aussagen zu 
machen; nur die Tatsache, daB eine solche synthetische Leistung vor 
Seiten der Hefe stattfindet, halte ich fiir sicher; das ergibt sich sowoh! 
wenn man die erheblichen Quantitaten gebildeten Trehaloseesters 
betrachtet, als auch wenn man den Zeitpunkt der Trehaloseester 
entstehung mit dem von Kluyver und Rossmalen beschriebenen Verhalte: 
vergleicht. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 


Leon Asher. 
Nr. 128. 
Fortgesetzte Untersuchungen iiber Thymocrescin. 


Von 


Anton Zenklusen. 
Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitét Bern.]} 
(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die nachfolgende Arbeit schlieBt sich an eine Reihe von voraus- 
gehenden Mitteilungen aus Cem Berner Physiologischen Institut an, 
welche sich ymit dem wachstumsregulierenden EinfluB der Thymus 
beschaftigt haben. Dieser EinfluB wurde auf dem Wege nachzuweisen 
gesucht, daB aus der Thymus ein Praparat dargestellt wurde, welches 
unter Beriicksichtigung der hierbei erforderlichen Ernahrungsbedin- 
gungen injiziert wurde. Durch diese Hyperthymisierung konnte der 
wachstumsregulierende Einflu8 der Thymus mit einer Sicherheit 
erwiesen werden, welcher den bisherigen Exstirpationsmethoden versagt 
geblieben war, wenngleich einige der Arbeiten mit Thymusexstirpation 
wegen Innehaltung der oft miBachteten Versuchsbedingungen den 
wachstumsregulierenden EinfluB auch schon hatten erweisen kénnen. 


Zwei Aufgaben, auBer manchen anderen, harren der Erledigung. 
Eine ist die Fortsetzung der Versuche, Thymocrescin weiter zu reinigen, 


um das eigentlich wirksame Prinzip noch mehr als bisher isoliert in 
Handen zu haben. Die andere Aufgabe besteht darin, zu versuchen, 
ob andere, der Thymus zugeschriebene Wirkungen etwa an das Thymo- 
crescin gekniipft seien. Die Bearbeitung beider Aufgaben habe ich 
nach dem Plane von Prof. Asher ausgefiihrt. 


| 
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Ich beginne mit dem zuletzt genannten Problem. In dieser Hinsich 
liegen vor allem die Untersuchungen von Nitschke } vor, welcher ck 
Thymus auf Grund seiner Versuche mit den von ihm aus der Thymu 
gewonnenen Praparaten einen EinfluB auf den Caleium- und de 
Phosphorspiegel des Blutes zuschreibt. Gesetzt, daB die Angabe: 
richtig seien und da sie auch fiir Thymocrescin gelten wiirden, so war 
damit eine Teilerscheinung aus dem oft behaupteten Einflu8 der Thymu: 
auf Calcium- und Phosphorstoffwechsel ermittelt. Da8 man seit langen 
Riicksicht auf Calcium- und Phosphorstoffwechsel nimmt, berulht 
auf der Annahme, daB die Thymus es vor allem mit dem Knochen 
wachstum zu tun habe, eine Annahme, die nicht so gesichert ist, wir 
von mancher Seite angenommen wird. 


Nitschke ist der Meinung, daB die von ihm beobachtete Veranderung 
des Calcium- und Phosphorspiegels im Blute eine hormonale, von de: 
Thymus bedingte sei. Eine sehr bestimmte Angabe seiner Arbeit 
erweckt einigen Zweifel, ob wirklich die von ihm gemachten Befund 
als hormonale anzusprechen seien. Die Injektion seiner Praparat: 
rufen namlich tiefgreifende Schadigungen, ja sogar manchmal Tod 
bei den Tieren hervor. Es erscheint einigermaBen zweifelhaft, ob solch: 
Wirkungen einem eigentlichen Hormon anhaften kénnen, welches siche: 
nicht in solchen Dosen vorliegen kann, daB so schadliche Wirkungen 
zustande kommen kénnen. Der etwaige Vergleich mit dem Insulin 
erscheint hier wenig angebracht. Aber selbst wenn es zutreffend war 
daB das Nitschke-Praparat einen hormonalen Charakter besiBe und 
trotzdem so deletire Wirkungen auf das Tier auszuiiben vermag, wa: 
uns von vornherein sehr unwahrscheinlich, daB das Nitschke-Priparat 
irgend etwas mit dem Thymocrescin zu tun habe, auch nicht dies 
nur nebenher gesagt — mit dem gleichfalls im Berner Physiologischen 
Institut nachgewiesenen Stoff, welcher restituierend auf die Muske! 
ermiidung zu wirken vermag. Der Grund unseres Zweifels liegt darin 
da8 wir niemals bei Thymocrescininjektionen irgendeine schidlicl: 
Wirkung an den Tieren beobachten konnten, im Gegenteil immer mu 
giinstige. 

Immerhin lag die Aufgabe vor, zu untersuchen, wie sich Calcium 
und Phosphorspiegel des Blutes verhielten, wenn Thymocrescin subcutan 
injiziert wurde. Mit dieser Frage beschaftigt sich der erste Teil meiner 
Arbeit. Die Methode, mit welcher ich Phosphor und Calcium im Blut 
bestimmte, war die nachfolgende. An die Beschreibung der Methodik 
schlieBe ich die Erklirung der Tabelle, welche die Ergebnisse dieses 
Teiles meiner Arbeit bringt. 

1 A. Nitschke, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 65, 637—650, 651 
— 654, 1929. 
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Methodik. 

Die Bestimmungen von Phosphaten und Calcium im Bhat wurden im 
wesentlichen nach den Angaben der Mikromethodik von Pineussen, 5. Aufl., 
gemacht. 

seim Kaninchenblut betragt der normale Ca-Gehalt 14 bis 16 mg-°,. 

Zur Bestimmung des Ca- und P-Gehalts im Kaninchenblut nach 
Thymocrescininjektion benutzte ich zwei junge Tiere (A und B). Die 
Tiere erhielten in Abstanden von 3 bis 4 Tagen je eine Thymocrescin- 
injektion intramuskular, und nach 5 und 15 oder 10 und 20 Stunden 
wurde ihnen Blut entnommen und auf Ca und P untersucht. Die Ergeb- 
nisse hiertiber sind in der Tabelle I zu sehen. 


Zur Erkldrung de cf Tabe lle. 


Die erste Kolonne je eines Versuchs gibt die Zeit in Stunden (Z), die 
zweite gibt die Anzahl Milligramm Thymocrescin, die in 1 cem 0,9°ige 
physiologische NaCl-Lésung aufgelést und injiziert wurden (J). Die dritte 
und vierte Kolonne enthalt in Milligrammprozenten die Ca- bzw. P-Werte 
im Serum. Das Resultat der Doppelanalysen wird in der Tabelle in Klammern 
gesetzt. 


Tabelle I. 





Tier A Tier B 

é od Ca y Ca P 
Std. mg mg-°/o mg-' mg-' mg 

0 80 14.6 (15) 5.6 (5,8) 14.7 (15.4) 5.8 (5.7) 
10 15.5 6,42 (6,39) 15,8 (16) 6.3 (6,37) 
20 15.3 6,3 (6,2) 14.5 6.1 (6,31) 
10 160 15 6.39 (6,41) 14.8 6.32 (6,28) 
20 14,5 6,11 (6,28) 14.6 6,27 (6,12) 
5 160 14.8 6,02 (5,84) 14,7 5.93 (6,02) 
10 15,2 5.98 (5.83) 14,7 6.18 (6.15) 


Aus den in dieser Tabelle angegebenen Werten ergibt sich, daB 
nach Injektion von Thymocrescin weder der Calcium- noch der Phosphor- 
gehalt des Kaninchenblutes sinkt oder tiberhaupt sich wesentlich 
verandert. Es ist daraus der SchluB zu ziehen, daB Thymocrescin, 
dessen wachstumsregulierende, demnach hormonale Funktion im Laufe 
der Zeit immer klarer wird, in keiner Weise mit dem, wie Nitschk 
selbst angibt, nicht spezifischen Stoff iibereinstimmt, den die Freiburger 
Forscher in Handen hatten. Ubrigens hat auf einer anderen Weise, 
in einer demnachst erscheinenden Arbeit Herr Roéthlisberger denselben 
Nachweis geliefert. Wie ich schon bemerkte, ist bei Thymocrescin- 
injektionen nichts von unangenehmen Symptomen zu beobachten, welche 
Nitschke bei Injektion seines unspezifischen Stoffes beschreibt. Hatte 
Thymocrescin denselben Einflu8 auf den Calcium- und Phosphorgehalt 
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des Blutes gehabt, wie die unspezifische Substanz von Nitschke, so hatte 
man ein Mittel in der Hand gehabt, bei weiteren Isolierungsversucher 
des Thymocrescins dasselbe rasch auswerten zu kénnen.  Hieraut! 
mute angesichts meiner Ergebnisse verzichtet werden, aber es ist doch 
wenigstens klargestellt, dafSZ Thymocrescin und der Stoff der Freiburge1 


Forscher nichts miteinander gemeinsam haben. 


Nach Erledigung der im ersten Teil beschriebenen Aufgabe schritt 
ich zum zweiten Teil meiner Untersuchung, der bestimmt war, eins 
weitere Reinigung des bis jetzt vorhandenen Thymocrescins zu versuchen 
Mein Ausgangsmaterial, welches mir in gréBeren Mengen von der Ge 
sellschaft fiir chemische Industrie hergestellt wurde, war das vor 
Stotzer' als Thymocrescin bezeichnete Praparat. Es sei kurz darar 
erinnert, da} dieses so dargestellt wurde, daB die Thymusdriise zuerst 
mit Aceton extrahiert wurde, um wachstumshemmende Stoffe zu ent 
fernen; darauf erfolgte eine erschépfende Extraktion mit Ather, um die 
Lipoide und etwaige gespeicherte Wachstumsvitamine zu entfernen 
Der Driisenriickstand wurde mit Wasser extrahiert und in der wasserigen 
Lésung quantitativ das Eiwei®B entfernt. Die letzten Spuren von 
EiweiB wurden durch Filtration durch Tonfilter beseitigt. Die jetzt 
vorliegende Lésung wurde mit Alkohol gefallt. Der durch 95°,igen 
Alkohol erzeugte Niederschlag enthalt den wirksamen Stoff. Die wis- 
serige Lésung dieses Stoffes war voéllig eiweifB- und lipoidfrei. Da sie 
Peptidreaktionen zeigte, muBte daran gedacht werden, daB méglicher 
weise der wirksame Stoff ein Peptid sei, oder da} wenigstens an einem 
Peptid der Trager der wachstumsregulierenden Wirkung haftet. Von 
dieser Erwagung geleitet, nahm ich meine weiteren Isolierungsver 
suche vor. 


Ich begann mit Extraktion vermittelst Butylalkohol. Da Butyl. 


alkohol erst bei 116° siedet, muBte der Extraktionsapparat auf dem 


Sandbad erhitzt werden. Sowohl der Extrakt, wie der Riickstand 
wurden bei niedriger Temperatur getrocknet. Der Riickstand war in 
Wasser, in 90°,igem Alkohol, in Ather und Benzol unléslich, hingegen 
gut léslich in Eisessig. Weitere Bemiihungen, vermittelst Butylalkoho! 
zu einem neuen Praparat zu gelangen, unterlieB ich, weil die Versuche 
mit diesem Priparat keine Wirkung ergaben. Hierauf ging ich dazu 
iiber, das bisherige Thymocrescin mit 70°,igem Alkohol zu extrahieren 
aus dem Grunde, weil eine Reihe von Aminosaiuren und Peptiden in 
70° igem Alkohol léslich sind. 

Als ich tiber die Vorversuche hinaus war, habe ich dann als Routine 
methode das Verfahren eingeschlagen, eine gréBere Menge von Thymo 


1 P. Stotzer, diese Zeitschr. 234, 1, 1931. 
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rescin, etwa 26g, in 70°,igem Alkohol wahrend 24 Stunden in einer 
Schiittelmaschine energisch zu schiitteln. Das Filtrat wurde bei nied- 
riger Temperatur verdampft, der Riickstand getrocknet, zu Pulver 
verrieben und sowohl dieser Riickstand wie derjenige Teil des Nieder- 
schlages, der nicht in Lésung iibergegangen war, im Exsikkator auf- 
bewahrt. Jeden Tag habe ich zu Injektionen die nétige Menge von 
diesen Vorraten entnommen. Etwa zwei Drittel des Ausgangsmaterials 
ging nicht in Lésung, wahrend ein richtiges Drittel in den 70°,igen 
\lkohol iiberging. 


Das in 70°,igen Alkohol Ubergehende lieferte in wasseriger Lésung 
folgende Reaktionen: 


Tryptophan: a) Bromwasser ........ . negativ 
8 ee 
PaO gk A we ne ee ees we = OO 
a 
Ninhydrinreaktion ..........4.. . Sark positiv 
Reaktion auf schwefelhaltige Aminoséuren . . . positir 
Histidinreaktion nach Pauly . . . . . . . . . positiv 
a-Naphtholreaktion. ........... ~. . griimer Ring 
ee ee 
Xantoproteinreaktton . ...... «c+ 2 «© « © 2mctfelhaft 


Aus dieser Ubersicht ergibt sich. daB das neu gewonnene Priparat 
eine Reihe von Aminoséurereaktionen liefert und auch Peptidreaktion, 
insofern die Biuretreaktion stark positiv ist. Einige Aminoséuren 
fehlen, so beispielsweise das Tryptophan; auch die Xantoproteinreaktion 
war zweifelhaft. 


Was die Tierversuche mit diesem Praparat anlangt, so wurden 
dieselben in der im Berner Physiologischen Institut tblichen Methode 
ausgefiihrt. Was die Nahrung anbetrifft, so muB man dieselbe je nach 
der Reaktion der Tiere etwas variieren. Es gibt Tiere, die selbst bei 
bester Ernahrung immer noch mit gesteigertem Wachstum auf Thymo- 
crescin reagieren. Im allgemeinen aber kommt die Wirkung am besten 
zum Vorschein, wenn man eine nicht vollwertige, aber doch nicht 


wachstumsverhindernde Nahrung gibt. 


Injektionsmethodik. 


Es wurde zuerst nur eine und dann spiter noch eine zweite Versuchs 
reihe eingeleitet, weil anfangs den Tieren der ersten Versuchsreihe zu gute 
Nahrung verabreicht wurde, indem dieselben mit Vollmilech und Brot 
gefiittert wurden. Nach Einsehen dieses Fehlers wurde sofort eine zweite 
Versuchsreihe eingeleitet. und samtliche Tiere erhielten zur Nahrung fiinf- 
bis zehnfach verdiinnte Magermilch mit Brot und Brunnenwasser. Jede 


21° 
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Versuchsreihe bestand aus drei Tiergruppen von je vier Tieren. Die sech 
Tiergruppen waren in sechs Kafigen verteilt, die sehr rein gehalten wurde 
Jedes Tier wurde numeriert und mit einer speziellen Farbe gekennzeichnet 
wodurch eine Verwechslung ausgeschlossen wurde. 

Jede Ratte der ersten Tiergruppe beider Versuchsreihen  erhie 
taglich 20 mg Extrakt. in I cem 0,9”’,iger physiologischer NaCl-Lésun, 
autgelést, subcutan injiziert ; die zweite Gruppe erhielt die gleiche Meng 
vom Riickstand, und in der dritten Gruppe, die zur Kontrolle diente, erhie 
jedes Tier taglich leem 0,9°,ige physiologische NaCl-Lésung injiziert 
eine MaBnahme, die unbedingt erforderlich ist, weil die tagliche Injektio 
immerhin einen Eingriff bedeutet, der méglicherweise als eine Art wieder 
holter Insult ein wachstumshemmendes Moment enthalt. Die Injektione: 
wurden taglich und stets zu gleicher Zeit ausgefiihrt. Auch die Wagunge: 
wurden regelmaBig durchgefiihrt. Bei denjenigen Gruppen, wo eine grok 
Mortalitat auftrat, wurden Ersatzgruppen eingeleitet. Ich bringe die E1 
gebnisse der beiden Versuchsreihen in nachfolgenden Tabellen und Kurver 
zur Anschauung. 


Zur Kurvendarstellung bemerke ich im voraus, daB ich alle Kurver 
auf den Nullpunkt der Kontrollgruppe eingestellt habe, wodurch der 
Sachverhalt noch klarer zutage tritt. 


Experimenteller Teil. 
Ich teile zunachst die Protokolle meiner ersten Versuchs 


reihe mit. 
Tabelle I]. 


Kontrolltiere. Sie werden mit je lecm 0,9°,iger physiologischer Na(]- 


Losung injiziert. 





Datum Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 Tier Nr.3 Tier Nr.4 Gesamt Ba te. 
1932 ° 4 4 gewicht vew 
4. Il. 42 36 43 45 166 41.50 
& & 47 42 50 51 190 47.50 
8. II. 49 45 53 53 200 50.0 
10. IL. 56 D4 62 65 237 59,25 
i i. 63 56 65 71 IAD 63.75 
14. IT. 65 63 73 73 274 68,50 
16. I. 70 65 73 74 282 70,50 
iS. i. 74 69 Si 79 303 75.75 
20. II. 75 71 80 78 304 76 
Se. if. S5 SO 90 87 342 85.5 
24. II. 87 82 90 86 345 86,25 
%. IL SS S4 G2 96 350 87.5 
28. II. S4 SI 89 85 339 84.75 
1. I. 92 85 93 90 360 Gg) 
% Fil. 9S S7 97 93 375 93.75 
5. Hl. 99 87 98 93 377 94,25 
7. Il. 103 88 100 94 385 96.25 
9. IIT. 105 89 102 95 391 97.75 
11. IIT. 108 89 104 97 398 99.5 
13. IIT. 110 91 105 99 405 101,25 
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Versuchstiere. Sie werden mit je 20mg Extrakt in 70 


Thymocrescin 


Tabelle Ill, 





jigem Alkohol injiziert 











Datum lier Nr.l lier Nr.2 Tier N Nr 

1932 u 

4. IL. 32 41 41 4 37 

6. IL. 36 48 46 40) 42.50 
8. Il 37 50 52 44 45.75 
10. Il 42 56 62 D4 93.50 
2 #7. 45 61 65 60 57.75 
14. Il. 45 64 71 bt 62,25 
i6. I 49 68 74 69 65 
18. Il 56 80 80 7 73 
20. Ii. 56 85 86 78 74.75 
22. Il 63 91 SS S82 S1 
WM. Ii 64 100 G5 90) 88.50 
26. II. 74 104 109 95 93,25 
28. Il 77 107 101 96 95.25 
1. Ill 83 120 108 104 103.75 
3. Ill SY 131 111 114 111.25 
5. I 96 132 118 119 116,25 
7. Ul. 96 137 120 121 118.50 
9. ITI. 102 159 123 129 123,21 
11. Il. 104 139 122 128 123,21 
13. Ill 105 140 124 132 125,25 

Tabelle IV. 
Versuchstiere. Sit werden mit je\.20 mg Riicxstand injiziert 

Datum Tier Nr. Tier Nr y Tier Nr.3 er Nr. 4 aa. 

1932 : : , F gewicht 

g g g £ g 

‘4. 2. 32 36 34 48 37,50 
6. IL. 36 35 39 52 40.50 
8. II. 36 39 56 43.66 
10. IL. 44 47 66 52.33 
12. II. 54 49 73 58.66 
14. II. 59 50 76 61.6 
16. II. 58 54 77 63 
18. II. 57 56 82 65 
20. II. 54 55 S4 64.33 
22. Ii. 56 60 89 68,33 
24. II. BS 64 92 71,33 
26. II. 59 69 97 75 
28. II. 59 64 90 71 

i. Eis. 61 70 98 76,3 
3. LIT. 65 73 102 SO 

5. I. 67 75 107 83 

4. TAL. 66 76 113 85 

9. TIT. 68 74 112 84.66 
11. TIT. 67 74 110 83.66 
13. TIL. 68 75 115 86 
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In dieser Versuchsreihe hatte ich erstens je vier Tiere als Kontrol] 
tiere, vier Tiere, welche taglich mit 20 mg des Extraktstoffs mit 70°, igen 
Alkohol injiziert wurden und eine dritte Gruppe von Tieren wurde mit 
je 20 mg des Riickstandes von der Extraktion mit 70°,igem Alkohol be 
handelt. Aus dieser ersten Versuchsreihe geht mit Deutlichkeit hervor 
da zwar alle Tiere zuerst wuchsen, daB aber bei weitem das gréBt 
Wachstum bei denjenigen Tieren stattfand, welche mit dem Extrakt 
behandelt wurden, der in 70°,igen Alkohol iiberging. Der Tatbestand 
geht sehr anschaulich aus der kurvenmaBigen Darstellung Abb. 1 hervor 
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Abb. 1. 


Aus dieser Kurvendarstellung geht ebenfalls hervor, daB die mit 
dem Riickstand behandelten Tiere das geringste Wachstum zeigen 
Es zeigt sich daher, daB die gesamte wirksame Substanz in dem 70° igen 
Alkoholextrakt liegt. Das, was aus der Kurvendarstellung hervorgeht 
laBt sich auch in folgender Ubersicht iiber die Ergebnisse der ersten 
Versuchsreihe erkennen, welche die relative Gewichtszunahme pro 
Tier wiedergibt. 

l bersichtstabelle I. 


1. Versuchsreihe. 


Kontroll-Tier . we ce eee ae ee - « « 59,75 ¢ 
Extrakt-Tier (70% iger Alkohol) .......... . 88,252 
PE Se. le te ns a Oe ew ee Oe 


Die nachfolgenden Abbildungen demonstrieren’ den Unterschied in 
Langenwachstum und ferner die Wachstumsverhaltnisse der Genitalorgane 
an denen sich die Wirkung des Thymocrescins besonders sch6n erkennen labt 
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3Ls8 A. Zenklusen: 


Versuchstier Versuchstier, Riickstand 
Extrakt Kontrolltier G0 iger Alkohol) 





Kontrolltier Versuchstier, Extrakt 
Abb. 4 


Um das erhaltene' Resultat zu sichern, habe ich eine zweite 


Versuchsreihe mit der gleichen Anordnung ausgefiihrt. Die Ergebnisse 


dieser Versuchsreihe bringe ich in den nachfolgenden Protokollen. 


Tabelle V. Kontrolltiere. Sie werden mit je leem 0,9° iger 
physiologischer NaCl-Lésung injiziert. 





Datum Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 lier Nr.3 Tier Nr. 4 Gesamt Bar 
1932 3 $ f gewicht ewicht 
4 £ £ £Z £g ¥ 
22. II. 34 59 54 56 194 48.50 
24. Il. 36 51 56 57 909 AD 
26. IT. 38 59 61 5D 913 53.25 
28. Il. 37 58 62 5D 212 453 
| 1. TH. 41 65 61 70 237 59.25 
: 3. IIL. 45 67 62 73 247 61.75 
5. Ii. 45 66 62 72 245 61,25 
7. 328. 46 48 64 73 251 62.75 
9. ITf. 47 71 66 74 258 64,50 
51. Te. 48 71 68 76 963 69.10 
13. IIL. 52 75 72 77 276 69 
15. IIL. 60 85 78 &5 408 77 
17. III. 61 Gt 80 7 318 79.50 
19. IIL. 63 92 82 85 322 80.50 
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Sie werden mit je 20mg Extrakt (70°, igem Alkohol) iInjiziert, 











Datam Hier Nr.1 Tier Nr.2_ Tier N1 Tier Nr.4  Gesamt = 
1932 gew 
22. Il 45 1) ay 42 LSS $7 
94. II. 46 51 | 43 191 47.75 
26. II. 45 55 62 52 214 3,50 
28. I 42 49 8 47 106 49 
1. IL. 48 7 66 54 225 25 
>. Il 59 66 79 65 269 67,25 
>. HT. 66 66 &3 70 285 71,25 
/. Il 69 68 86 72 295 73.75 
9. ILL. 78 73 Y4 78 323 80.75 
11. III. 80 74 95 18) 329 82,25 
13. IL. 85 74 98 184 341 85.25 
15. HI. 96 S4 111 093 384 96.59 
17. II. 103 86 113 501 403 100.75 
19. IIL. 104 9) 120 419 104,75 
Tabelle VII. 
Versuchstiere. Sie werden mit je 20 mg Riickstand injiziert 
Datum ‘Tier Nr Tier Nr.2. Tier Nr.3 Tier Nr.4 — Gesamt ——_ 
aii / : : 7 gewicht pret 
g £ g v g £ 
22. Il. 46 47 44 42 179 44.75 
24. Il. 48 18 46 43 185 46,75 
26. IL. 60 49 46 155 51.6 
28. II. 64 45 45 154 51.3 
1. III. 69 50 52 171 7 
3. TL. 76 53 129 64.5 
5. HI. 76 52 128 4 
7. Ul. 75 52 127 63,5 
9. Til. 15 ) 125 62.5 
11. IIT. a) 48 123 61.5 
13. I. SO) 47 127 63.5 
15. IT. 83 0) 133 66.5 
17. III. 83 3 136 68 
19. TIT. 84 55 139 69.5 
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Tabelle VIII. 
Versuchstiere. Ersatztiere fiir Riickstand ; sie werden mit je 20 mg Ruiickstand 
injiziert. 





Datum Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 Tier Nr.3 Gesamt- Pel 
1932 J i f gewicht gewicht 
g g g g g 
3. HI. 50 58 50 158 52.6 
5. II. 53 63 55 171 57 
7. UT. 5d 66 58 179 59.6 
>. SEL. 57 68 64 189 63 
1. aif. 60 68 65 193 64,3 
13. IL. 66 71 72 209 69,6 
15. Hl. Ti 74 80 227 75,6 
17. Il. 73 75 $2 230 76,6 
19. Il. 75 73 83 231 77 
Eine kurvenmabige Darstellung gibt Abb. 5. 
Sowohl aus den Einzelprotokollen wie aus der Kurvendarstellung 
geht deutlich hervor, wie das neue Thymocrescinpraparat bei weitem 


am erfolgreichsten fiir die Férderung des Wachstums ist. Der Anstieg 
der Wachstumskurve und die absoluten Werte der erreichten Gewichte 
lassen gar keine Zweifel dariiber aufkommen. 
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Auch hier wiederum zeigt sich, daB der Riickstand sogar det 
Nichtbehandlung der Kontrolltiere unterlegen ist, wie auch aus nach- 
folgender Ubersichtstabelle II hervorgeht. 
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Thymocrescin. 321 


Die wachstumssteigernde Wirkung des neuen Thymocrescin- 
praparats ubertrifft in der ersten Versuchsreihe um 47°, in der zweiten 
Versuchsreihe sogar um 80°, die Wirkung der im Normaltier vor- 
handenen Wachstumsantriebe. Allerdings ist bei dem Begriff des 
Normaltieres eine gewisse Einschrankung erforderlich. Es kann ge- 
lingen, die wachstumsférdernde Wirkung des Thymocrescins an Tier- 
serien zu demonstrieren, deren Grundnahrung eine durchschnittlich 
durchaus geniigende ist, aber es hat sich doch herausgestellt, daB der 
Nachweis der wachstumsférdernden Wirkung des Thymocrescins 
vielleicht leichter gelingt, wenn man die Tiere mit einer nicht voll- 
wertigen Nahrung ernahrt. Sie darf natiirlich nicht so unterwertig 
sein, daB bei den Kontrolltieren das Wachstum tiberhaupt unterbliebe, 
aber sie darf doch nicht allzu reich an den sonstigen exogenen Wachs- 
tumsfaktoren sein. Da in der zweiten Versuchsreihe die Wirkung des 
Thymocrescins soviel deutlicher ist als in der ersten, hat seinen Grund 
darin, daB durch ein Versehen in der ersten Versuchsreihe die Tiere 
mit einer sehr hochwertigen Fettmilch ernahrt wurden. In dieser 
sind aber so viele Wachstumsvitamine vorhanden, da®B die Zusatz- 
wirkung des Thymocrescins nicht mit voller Klarheit gelingen kann. 

Nach AbschluB8 meiner Versuche habe ich in meinem Thymo- 
crescinpraparat den Wassergehalt und den Gehalt an Trockensubstanz 
bestimmt. Es zeigte sich, daB in 20 mg des neuen Thymocrescins 
3.84 mg Wasser, also 19°,, und 16,16 mg Trockensubstanz, also 81°, 
vorhanden war. Durch Veraschung fand ich, daB 82°, aus organischer 
Substanz bestand, waihrend 18°, anorganische Substanz waren. Nach 
diesen Zahlen wire zu korrigieren, wieviel anorganische Substanz in 
20 mg taglich injizierten Thymocrescinpraparates enthalten sind. 

Nach AbschluB meiner Versuche habe ich eine Sektion der Tiere 
gemacht und insbesondere die Sexualorgane der Kontroll- und Versuchs- 
tiere der verschiedenen Gruppen gleichen Geschlechts verglichen und 
gewogen und bin dabei zu den in nachfolgender Tabelle gegebenen 
Werten gekommen. 

AuBerdem wurden auch in dieser Versuchsreihe die Tiere und die 
Sexualorgane photographiert, wovon die nachfolgenden Abbildungen 
Beispiele liefern. 

Aus diesen letzten Untersuchungen ergab sich, daB die Sexual- 
organe der mit dem neuen Thymocrescinpraparat injizierten Tiere 
viel gréBer waren als bei den Kontrolltieren, und wiederum waren die- 
selben bei den Kontrolltieren gréBer als bei den mit dem Riickstand 
injizierten Tieren. Auf Grund meiner Zahlen ermittelte ich, dab die 
Sexualorgane der Extraktgruppe der ersten Versuchsreihe etwa um 
46°,, diejenigen der Extraktgruppe der zweiten Versuchsreihe um 


oO: 


60°, besser entwickelt waren als bei den Kontrolltieren. 
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T abe Ie IX. 





Gewicht des 


, totalen Sexual 
lier Gewicht 


1. Versuchsreihe 
Kontrolltier Nr.2. . er" Y1 2.830 
09°. iges NaCl 
Versuchstier Nr. 4 Extrakt 132 4,130 
(70°%iger Alkohol) 
Versuchstier Nr. 1 oy 68 1,760 
Ruckstand 
Kontrolltier Nr. 1 ; 119 0,090 
Versuchstier Nr. 3. 124 0,280 
Iixtrakt 
2. Versuchsreihe 
Kontrolltier Nr. 3 ae: 82 1,510 
0.9 °Liges NaCl 
Versuchstier Nr. 3 Extrakt 120 2,422 
(70°, iger Alkohol) 
Versuchstier Nr.4 ... . ay) 0.550 


Riickstand 





Versuchstier, Riickstand Kontrolltier 


Abb. 6. 
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Thymocrescin. 32% 





Kontrollitier Versuchstier 
Abb. 7 





Versuchstier Kontrolltier Versuchstier, Extrakt 


Abb. 8 


Die vorstehend mitgeteilte Versuchsreihe hat gelehrt, daB man das 
bisherige Thymocrescin noch weiter reinigen kann, daB offenbar die 
Gesamtheit des auf das Wachstum wirksamen Stoffes aus dem durch 


95° igen Alkohol niedergeschlagenen Material durch  Extraktion 
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mit 70°,igem Alkohol gewonnen werden kann. Noch immer sind wir 


weit entfernt von der Reindarstellung des Thymocrescins, aber es ist 


doch eine weitere Isolierung gelungen, und diese Isolierung hat zu 


einem Stoff gefiihrt, mit dessen Hilfe man von neuem beweisen kann 
da die Thymus einen wachstumsregulierenden EinfluB besitzt. 


ZusammengefaBt ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit de: 
folgende: 

1. Tiere, die mit Thymocrescin injiziert werden, zeigen nicht dis 
Veranderung des Calcium- und Phosphorspiegels des Blutes, welch: 
Nitschke mit unspezifischen Stoffen aus Thymus und Lymphdriis« 
erhielt. Thymocrescin und jene unspezifischen Stoffe sind demnac} 
verschiedener Natur. 

2. Es gelang eine weitere Isolierung des bisherigen Thymocrescins 
mit Hilfe von Extraktion des Niederschlages, der durch 95° igen 
Alkohol gewonnen wird, mit 70°,igem Alkohol. 

3. Dieser Stoff zeigt eine Anzahl von Aminosauren- und Peptid 
reaktionen, wahrend einzelne Aminosadurereaktionen negativ ausfallen 
Die Hypothese, daB Thymocrescin Peptidcharakter tragt, wird vor 
laufig noch weiter gestiitzt. 

4. Das neue Thymocrescinpraparat fordert das Gesamtwachstum 
und insbesondere auch das Wachstum der Sexualorgane. 
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Uber Proteinionenbeweglichkeit. 


Von 


aul Konig und Wolfgang Pauli. 
Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


( Eingegange nm am IS. Juni 1982.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die folgenden Untersuchungen! betreffen die Wanderungsgeschwin- 
digkeiten (Wg.) von Proteinionen, die bei Zusatz wechselnder Mengen 
von starker Lauge und Saure zu elektrolytfreien wasserléslichen Eiweib- 
kérpern gebildet werden. 


Die meisten bisherigen Bestimmungen der Wg. von Proteinionen sind 
mittels Puffern. also in Anwesenheit von Salz unter Beobachtung der 
wandernden Grenzschicht ausgefiihrt worden. Von diesen diirften nur die 
nach Fertigstellung unserer Arbeit, bekanntgegebenen neuen Bestimmungen 
von A. Tiselius? in The Svedberqgs Laboratorium vollstandig einwandfrei 
sein. Sie beschranken sich auf die puo-Werte in unmittelbarer Umgebung 
des isoelektrischen Punktes (J) und brachten unter anderem die bisher 
wohl genaueste unmittelbare Bestimmung desselben. Von sonstigen Arbeiten 
waren noch die aélteren Beobachtungen von L. Wichaelis® mit Airila am 
Hamoglobin und die Versuche von E.J.Cohn und L. Reiner* am Ei 
albumin und Hamoglobin, letztere mit nicht naher angegebener Methodik, 
anzufiihren. Die von J. Loeb inaugurierte Methode, Kollodiumteilchen mit 
EiweiB (Ovalbumin, Gelatine) zu iiberziehen und deren Wanderung mikro 
skopisch festzustellen, gab mit wechselndem px die charakteristische 
Maximumbildung. Das Verfahren wurde spaiter von H. Freundlich und 
H. Abramson® in analoger Weise mit Quarz- und Glasteilchen, welche mit 
Gelatine und Ovalbumin tiberzogen waren, zu mit den Angaben = von 
A. Tiselius sehr gut iibereinstimmenden Bestimmungen des J ausgebaut. 


1 Sie stammen aus den Jahren 1928/29 und bildeten den Gegenstand 
einer Dissertation (1930) von P. Kénig. Ein kurzer Bericht iiber einige 


Ergebnisse findet sich im Vortrag Paulis auf der Kolloidtagung in Frankfurt 
Kolloidzeitscbr. 53, 51, 1930). 
2 A. Tiselius, Nova Acta R. Soc. Scient. Ser. IV, 7, Nr. 4, Upsala 1930. 
3 Diese Zeitschr. 118, 144, 1921. 
4 Kolloidzeitschr. 40, 327, 1926. 
5 Zeitschr. f. physik. Chem. 138, 51, 1928. 
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Uberschreitet man beim Zusatz reiner Siure oder Lauge zw 
Protein die nachste Umgebung des isoelektrischen Bereiches, dann is 
bei fortschreitender positiver oder negativer Aufladung mit der Kon 
plikation durch kolloide und konstitutive Anderungen der Eiweil 
teilchen zu rechnen, welche einen sicheren Einblick in die Zusamme1 
hange erschweren. Dennoch scheint uns die genauere Kenntnis dé 
Ganges der Wg. mit dem py unter Beriicksichtigung der elektrochemisc} 
konstitutiven Verhaltnisse verschiedener EiweiBk6rper manche wert 
volle Hinweise zu ergeben. Wir haben insbesondere dem Vergleich de: 
Wg. positiver und negativer Proteinionen ein und desselben sowi 
verschiedener EiweiBkérper unsere Aufmerksamkeit zugewendet. Ein: 
vollig einwandfreie Methode zur Bestimmung der Wg. war dazu ein 


unerlaBliche Voraussetzung. 


I. Methodik. 

Die zur Untersuchung verwendeten wasserléslichen Eiweibkorper: 
Ovalbumin, Seralbumin und Pseudoglobulin, stellen zwei Typen dar 
Die ersten beiden sind Proteine mit Uberwiegen der negativen Gruppen, 
in letzteren sind die positiven in der Uberzahl (vgl. Tab. XIII u. XIV). 
Das Pseudoglobulin ist auBerdem nach The Svedberg heterodispers, 
Ovalbumin und Seralbumin kénnen, wenigstens im_ isoelektrischen 
Gebiet, als homodispers angesehen werden, 


Ovalbumin. Das im Faltendialysator bis zur Leitfahigkeit von etwa 
5.10-4 rez. Ohm vorgereinigte, verdiinnte Eiklar wurde im groBen Pauli 
schen Elektrodialyseapparat bei vorsichtigem Steigen der Spannung bis 
220 Volt véllig vom Globulin befreit, darauf im mittleren Elektrodialyse 
apparat unter etwas K,SO,-Zusatz bis zu 1,5. 10-° rez. Ohm behandelt 
Die Lésung war vollig farblos, wasserklar, globulinfrei, mit 4,1 °,, Trocken 
gehalt. 

Seralbumin. Aus Pferdeserum, nach Abtrennung von Euglobulin 
mittels ein Drittel Sattigung und des iibrigen Globulins durch Halbsattigung 
an Ammonsulfat, wird das Albumin durch Sauresaéttigung abgeschieden und 
im Faltendialysator bis ~?5 3.10-4rez. Ohm gereinigt. Durch vor 
sichtige Elektrodialyse auf die Bruttoleitfahigkeit 6,5. 10~° rez. Ohn 
gebracht mit 2,2°,, Trockengehalt. 

Pseudoglobulin wurde nach Abtrennung aus dem Serum in Wasse! 
gelést, nochmals gefallt und nach Vordialyse mittels Elektrodialyse g« 
reinigt zum ~?° 7.5.10-® rez. Ohm bei 2,5°,, Trockengehalt. Die n6étiger 
H-Aktivitdtsmessungen  erfolgten potentiometrisch bei 20°C mit der 
rotierenden H,-Elektrode von Pauli, welche, zum Unterschied von der 
spiteren rotierenden Elektrode nach L. Michaelis, wegen des weit g 
ringeren Widerstandes auch scharfe Messungen in reinsten Eiwei®lésunge: 
gestattet. 

Die Bestimmung der Kolloidionenbeweglichkett. 


Fiir die Ziele dieser Untersuchung scheidet die Methode der wandernde: 
Grenzschicht vollstandig aus, weil es keine Uberschichtungsfliissigke 
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Proteinionenbeweglichkeit. 327 
fiir die reinen Saéure- und Laugenproteine gibt, welche der Forderung ent 
spricht, die Kolloidionenwanderung nicht zu andern!. 


Die von uns angewendete, von L. Engel- Pauli? ausgearbeitete Methode 
estimmt die durch einen in der Zusammensetzung umgednderten Quer- 
schnitt des Kolloids unter dem Einflu8 einer bekannten Feldstarke in 
einer gegebenen Zeit durchgewanderte Menge von Kolloidionen. Sie ist also 
m Wesen eine Modifikation der Hittorfschen Uberfiithrungsmethode und 
vermeidet die Fehler des Grenzschichtverfahrens. 


Praktische Ausfiihrung. 


Der nebenstehend abgebildete Engel-Paulische Uberfithrungsapparat 
wurde sorgfaltig gereinigt und die Hahne gefettet, wobei besonders darauf 
geachtet wurde, bei Hahn I die Bohrung méglichst fettfrei zu halten, damit 
eine eventuelle ZerreiBung oder Verkleinerung der wandernden Grenz- 
schicht vermieden wird. Auch der Hahn VI 
muB sehr sorgfaltig gefettet sein, damit ein 
etwaiger an der Uberfiihrung nicht be- 
teiligter Nebenstrom auf ein Minimum redu- 
ziert wird. Tatsachlich betrug derselbe 
waihrend der ganzen Reihe der verwendeten 
Versuche niemals iiber 0,3°., des iiber- 
fiihrenden Stromes. Der Uberfiihrungs- 
apparat, der nach entsprechender vier- 
maliger Vorspiilung mit dem zur Unter- 
suchung gelangenden Sol gefiillt wurde, wird 
im Thermostaten temperiert, die Hahne I 
und II werden abgesperrt, der Apparat 
herausgenommen und, nach _ sorgfaltigem 
Auswaschen des iiber den Hahnen } und II 
stehenden Sols, mit der Uberschichtungs- 
fliissigkeit gefiillt. Dann wurde er im 
Thermostaten mit der Wasserwaage so ein- 
gestellt, daB die oberen Bohrungen der 
Haihne I und II genau horizontal stehen, 
damit beim Offnen der Hahne die Fliissig- 
keit infolge der Schwerkraft im Apparat 
nicht in Bewegung gerét. Der Apparat steht 
auf einem eingebauten Stativ in einer 
Thermostatenwanne. diese wieder auf einem Abb. 1. 
eisernen, mit Stellschrauben einstellbaren 
Rahmen. Der Thermostat ist mittels elektrischer Heizung und Thermo- 
regulators gleichmaéBig auf 25° C (+ 0,02°C) gehalten. Als Stromquelle bei 
dem Uberfiihrungsversuch wurde eine 100zellige Akkumulatorenbatterie ver- 
wendet. Die Strommenge wird berechnet, indem man an den beiden Klemmen 
eines zum Uberfiihrungsapparat in Serie geschalteten bekannten Wider- 
standes die Spannungen nach der Poggendorfschen Kompensationsmethode 





! Beziiglich der Kritik der Methode vgl. Pauli-Valké, Elektrochem. d. 
Kolloide 8. 149ff., Wien, J. Springer, 1929; Kolloidzeitschr. 38, 289, 1926; 
ferner L. Engel-Pauli, |. c. 

* Zeitschr. t. physik. Chem. 126, 247, 1927. 


Biochemische Zeitschrift Band 252. 9% 


to 





328 P. Konig u. W. Pauli: 


bestimmt. Die direkte Verwendung eines Milliamperemeters ware in An 
betracht der kleinen Stromstarken zu ungenau. 

Aus der fortlaufend abgelesenen Spannung und dem bekannten Wide 
stand kann mittels des Ohmschen Gesetzes die Stromstarke und die i 
der gegebenen Zeit durchgangene Coulomb-Anzahl ermitteit werden. <A] 
Nullinstrument ist teils ein Kapillarelektrometer, teils ein Siemens-Halsk« 
sches Galvanometer verwendet worden. Trotz der etwas héheren Genauig 
keit des Kapillarelektrometers ( 0,2 Millivolt) ist das Arbeiten mit den 
etwas weniger empfindlichen, aber nicht polarisierbaren Siemens- Instrument, 
mit dem sich bei einiger Ubung eine Genauigkeit von 0,5 Millivolt e1 
zielen laBt, bequemer und weniger anstrengend. Die Stromstarkemessungen 
wurden in Abstaénden von 5 Minuten, bei langeren Uberfiihrungen und 
konstanteren Werten in Intervallen von 10 Minuten vorgenommen. Di 
ungeanderte Zusammensetzung des Sols wéhrend der Uberfiithrung wurd: 
im Querschnitt oberhalb Hahn LII durch Leitfahigkeitsmessungen fort 


laufend kontrolliert. In der Regel ergaben sich keine gréBeren Schwan 
kungen als 0,5°,, deren Ursache die Polarisation der Elektroden durch das 
elektrische Feld sein diirfte. Nach erfolgter Uberfitihrung wurden di 


Hahne ILL und LV geschlossen, durch einen qualitativen Versuch mit Sulfo 
salicylsiure gepriift, ob nicht infolge zu langer Uberfiihrung iiber de: 
Hahn [IV EiweiB vorhanden war, ebenso ist die itiber Hahn II stehend 
Fliissigkeit darauf gepriift worden. Dann wurde der Inhalt zwischen de1 
Hahnen II und III durch V abgelassen, mehrmals nachgespiilt, bis in 
Waschwasser mit Sulfosalicylsiure keine Spur von EiweiB nachgewiesen 
werden konnte. Der Inhalt zwischen III und IV wurde nun in eine: 
100-cem-Kolben gespiilt, mehrmals nachgewaschen, zum SchluB8 mit Lauge. 
um die letzten Reste EiweiB in das Gefa8 zu bekommen. Der Inhalt 
des Kolbens wird analvysiert, und zwar durch die Stickstoffbestimmung 
am besten nach der Mikromethode von Pregl in der Bangschen Mod 
fikation. Diese jodometrische Methode gestattet bei subtilem Arbeite: 
bei einer Einwage von | mg eine Genauigkeit bis zu 0,3 bis 0,4°,. Al! 
Katalysator hat sich Kupfersulfatlésung gut bewahrt. 

Die Berechnung der Ergebnisses gestaltet sich folgendermaBen: Di 
an dem Sol ausgefiihrte Analyse muB die Eigenschaft haben, da ihr 
Auswage der Menge eines chemischen Elements proportional ist, welches 
in der Lésung nur in den Kolloidteilchen vorkommt. 

Bei einer solchen Analyse geben 1 ccm Sol ¢ g Auswage, die nach de 
Uberfithrung zur Untersuchung gelangende Probe eine Auswage von @ g 
sei das Volumen des Apparatteils zwischen Hahn I und III, einschlieBlic! 
der beiden Hahnbohrungen in Kubikzentimeter!. 


E sei die hindurchgegangene Elektrizitétsmenge in Coulomb, 

x die spezifische Leitfahigkeit des Sols, 

W die Wanderungsgeschwindigkeit des Kolloidions in cm/sec be 
bei 1 Volt pro Zentimeter, 

i die Stromstarke, 

q sei der Querschnitt unmittelbar unterhalb des Hahnes III, 

/ sei die Feldstarke unmittelbar unterhalb des Hahnes III. 


' Die Bestimmung dieser Apparatkonstanten erfolgt analytisch, z. B 


mittels einer genau gestellten KCl-Lésung, vgl. Engel- Pauli, |. c. 
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Wenn nun d/ das in der Zeit dt von einem Kolloidion zuriickgelegte 


) a 
Wegstiick ist, dann ist VW ; ferner gilt / (Ohmsches Gesetz), 
tf dt ; q. % 
: *x.q. dl . 
woraus V und W .idt x .q.adl, integriert iiber die Versuchs- 
idt , 
dauer wi i.dt x | qadl. Nun ist j idt E. (Bei unseren Versuchen 


wird EF sogar so bestimmt, daB man i als Funktion von ¢ beobachtet und 

idt daraus berechnet.) j q . dlist die Anzahl Kubikzentimeter des urspriing 
lichen Sols, die ebensoviel Kolloidionen enthalten, wie wahrend des Versuchs 
durch den Querschnitt g hindurchgewandert sind. 


a a ‘ 

das ist - Pl. also W.E | Pp | oder VW = 
+4 ( E 
Versuchsbeispiel mit Ovalbumin. Zunachst wurden Wg. von Ovalbumin- 
l6sungen mit wechselndem HCl- bzw. NaOQuH-Gehalt bestimmt. Zu diesem 
Zwecke wurde die auf die oben beschriebene Weise hergestellte Ovalbumin- 
ldsung mit Wasser und HC! derart verdiinnt, daB der EiweiBgehalt in der 
Léosung | betrug (némlich 0,15 g N pro 100 cem). Diese Lésung wurde 
aut die bereits beschriebene Weise in den Uberfithrungsapparat gefiillt 
und temperiert. Die Salzsiureendkonzentration betrug 2,5. 10-3 n, nach 
6 bis 8 Minuten werden die Hahne I und IIL abgesperrt, der Apparat aus 
dem Thermostaten genommen und das tiber I und II stehende Sol voll 
standig ausgewaschen und durch eine LiCl-Loésung von gleicher Leitfahig 
keit nach mehrmaliger Vorspiilung ersetzt; hierauf im Thermostaten aber 
mals temperiert. Das Sol hatte eine Leitfahigkeit von 3,01 . 10-4 rez. Ohm. 
Zu bemerken ware noch, daB zu allen nachfolgenden Uberfiihrungen manch 
mal KCl, manchmal LiCl von gleicher Leitfahigkeit verwendet wurden. 
Beide bewahrten sich gut. wahrend sich HCl bei mehreren Versuchen wegen 
gewisser StOrungen als nicht brauchbar herausstellte, infolge der zu groBen 
Beweglichkeit des H-Ions und damit zusammenhadingender ZerreiBung der 
Gvenzschicht. Das zeigte sich in folgender Weise: Nach dem normalen 
Gang der Uberfiithrung mit einer Uberfiihrungszeit von 2 Stunden ist iibe: 
Hahn [V qualitativ auf EiweiB gepriift worden. Dieselbe ergab bei HC] 
Uberschichtung stets das Vorhandensein von EiweifB. Man konnte zunachst 
annehmen, daB die Wg. von Saurealbumin so hoch ist, daB zu lange tiberfiihrt 
wurde. Jedoch fand sich bei einem zweiten Versuch die EiweiBreaktion 
oberhalb LV, trotzdem nur | Stunde iiberfiihrt wurde. Nun muBte an 
schlieBend daran in dem Volumen zwischen Hihnen [LI und [V eine quanti 
tative Albuminbestimmung gemacht werden, um sich zu tiberzeugen, ob 
tatsachlich soviel Eiwei8 vorhanden war, wie es dem Volumen zwischen III 
und [V ann&éhernd entspricht, ob also das Sol als Ganzes gewandert ist. 
Die Analyse ergab jedoch, daB kaum ein merklicher Zuwachs zu dem 
zwischen den Hahnen I und III beim Versuchsbeginn vorhandenen erfolgt 
ist. Dieser Widerspruch konnte nur so erklart werden, daB eine ZerreiBung 
der Grenzschicht erfolgte, wobei ein Teil des Albumins entlang der GefaB 
wainde rasch emporschieBt, wahrend die Hauptmenge zuritickbleibt. Die 
Richtigkeit dieser Erklarung konnte spater durch Versuche an Hamoglobin, 

wo der Vorgang makroskopisch wahrnehmbar ist, bestétigt werden. 
Nach erfolgter Temperierung der Uberschichtungsfliissigkeit wurde 
der Apparat im Thermostaten mittels Klemmen befestigt und Wanne und 
Apparat genau horizontal eingestellt. Dann wurde die Verbindung mit 


99 »* 
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der Leitfahigkeits- und MeBanordnung hergestellt. Uberfiihrt wurde 
2 Stunden 7200 Sekunden', bei einer Spannung von 220 Volt. Der zw 
Bestimmung der Stromstarke im Hauptkreis eingeschaltete Widerstand 
betrug 2000 Ohm und bestimmt wurden daran folgende Potentialdifferenzen 


Strom eingeschaltet 11 Uhr 45 Minuten. 





Zeit Millivolt Zeit Millivolt 
11450 693.0 12h 50’ 623,9 
12 00 603.5 13 00 625.0 
12 10 607.5 13 10 628.0 
12 20 610.5 13 20 631.5 
12 30 614,0 13 30 634,0 
12 40 619.0 13 40 637,0 





Durchschnittswert: 620,0 mV 
e 0 620 V 
= 4 : OO05S1 J 1 
i == 9000 0,00031 Amp 


0,00031 - 7200 2.23 Coulombs. 


Die konstante Zusammensetzung der Lésung wurde im Querschnitt 

am Hahn III jede '/, Stunde mittels Leitfahigkeitsmessung kontrolliert 
Nach der Uberfiihrung wurde Hahn II, If] und IV abgesperrt und 

auf Abwesenheit von Eiwei8 iiber den beiden Haéhnen IV und II gepriift 
Nun wurde der Apparat aus dem Thermostaten genommen, Hahn [I und \ 
geOffnet, viermal mit Wasser und schlieBlich mit verdiinnter Lauge aus- 
gespiilt, bis die Reaktion mit Sulfosalicylsiure negativ ausfiel. Darauf 
wurde der Inhalt zwischen den Hahnen III und IV in einen reinen, trockenen 
100-cem-MeBkolben geleert und sorgfaltig nmachgewaschen. Leergewicht 
35,16 g, Gewicht des Kolbens + Lésung 130,92 g, also Gewicht det 
Lésung 95,76 g. Von dieser Lésung wurden 5,02 g zur Mikrostickstoff 
bestimmung eingehoben. Es wurden 13,49 mg N, in der gesamten Lésung 
gefunden. Eine zweite Bestimmung ergab 13,46 mg N, (Mittel = 13,48mgN, 


Diese Werte in die Formel eingesetzt ergeben die absolute Wg. fiir 25' 
13.48 
3,01. 10-4 | [50 ~~ 7,824 } 
i 00 _— j . . 
W -¥7 15,7 . 10-° em/sec bei 1 Volt/cm 


2,23 

Auf dem gleichen Wege sind alle in den folgenden Tabellen angefiihrten 
Werte gefunden worden, wobei fiir jede Saure- (bzw. Laugen-) Konzentration 
mindestens noch ein Kontrollversuch gemacht wurde; manchmal waren 
auch zwei weitere Uberfiihrungen zur eindeutigen Bestimmung eines Punktes 
notig. Zu bemerken wire noch, daB alle nachfolgenden N,-Werte Mitte! 
von zwei bis vier Bestimmungen sind. Hier und da waren sogar sechs 
Analysen nétig, da sich gelegentlich an den Wanden haftende kleine Eiweif 
mengen der Zersetzung mit Schwefelséure entzogen. 

1 Dazu ist zu bemerken, daB in der Mehrzahl der Uberfiihrungen ein: 
Dauer von 2 Stunden ausreichend war, jedoch sind wiederholt zur Kontrolle 


kiirzere bzw. lingere Uberfiihrungen gemacht worden, wobei sich gezeiyt 
hat, daB die iiberfiihrten EiweiBmengen innerhalb gewisser Grenzen genau 
proportional der Zeit bzw. der durchgegangenen Elektrizitatsmenge waren 
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In den folgenden Tabellen sind die unmittelbar bestimmten Werte 


der Wg. (25° C) fiir die drei untersuchten Proteine bei Zusatz von HCl 


und NaOH wiedergegeben. 


a) Ovalbumin. 


Tabelle I. 


1% 


Ovalbumin 


HCl. 





1 


9 


3 


+ 





n 1000 HCl Spez. Leitfahigkeitx Analyse mg N» Coulomb * We. - 105 
2,5 W, 3,01 .10~4 13,78 2,254 18,3 
Wa 3,01 .10~4 13,48 2,23 15,7 
5 W, 7,18.10°4 14,14 5,041 22,8 
W, 7,18.10-4 14,12 5,000 22,8 
7,5 W, 1,35. 10-5 14,46 10,07 24,4 
10 W, 2.03. 10 14,23 12,95 26,1 
W, 2,03. 10-8 14,20 13,13 25,4 
12,5 W, 2,84. 10-8 14,27 17,85 26,8 
W. 2,84. 10-8 14,34 18,02 27,3 
15 W, 3,68 . 10-* 14,09 21,53 26,8 
Wa 3,68 . 10° 14,10 21,11 27,5 
20 W, 5,38 . 10-3 14,00 35,26 23,0 
We 5,38 . 10-8 14,09 33,45 25,2 
: * Dauer 7200 Sek. 
l 
Tabelle IJ. 1°, Ovalbumin + NaOH. 
1 2 3 4 


n/1000 NaOH 





Spez. Leitfahigkeit x 


Analyse mg N 


a 


2.5 W, 1,62. 10-4 13,68 

5 W, 2,99 . 10-4 13,99 

W, 2,99. 10-4 13,95 

7,5 W, 6,97. 10-4 14,17 

W, 6,97 . 10-4 14,19 

10 W, 9,04. 10-4 14,19 

W, 9,94.10°4 14,44 

12,5 Ww, 1,54.10°8 14,33 
Ws 1.54.10°8 13,97 
15 W, 1,94.10-8 14,55 

W, 1,94. 10 14,37 

20 W, 2,81. 10 14,63 

W, 2,81.10-3 14,16 

W; 2,81. 10 14,80 

30 W, 4,73.10°3 13,81 

W, 4,73. 10 14,20 


* Dauer 7200 Sek. 





Coulomb * 


1,415 
2,078 
2.029 
4.509 
4801 
5,893 
5,891 
9,382 
9,045 
12,154 
12,084 
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In den anschlieBenden Tabellen III und IV sind die Ergebnisse gew 
von potentiometrischen Messungen (20°C) am Ovalbumin enthalten. trat 
Die Berechnung der Saéure- und Laugenbindung oder Proteinsalz det 
normalitat ny), erfolgte nach Frisch, Pauli, Valkoé', die graphisch 
ermittelten Durchschnittswerte von Wg. (25° C) finden sich im letzten 
Stab dieser Tabellen. 

Tabelle III (Abb. 1 und 2), 
1°, Ovalbumin HCl (Séurebindung). 
n 1000. HCl ay Py D Alb. Mittlere Wg 

0 1.29.10 4.89 — 

2,5 2,38. 10-4 3,62 2,29 .10°% 17.0 

5 1,00. 10-° 3,00 3,92 .10-8 21,5 

7,5 2.21. 10-8 2,66 5,10. 10 24.4 

10 3,53 . 107° 2.45 6,21 . 10-5 26,3 

12,5 4,88 .10-* 2,31 7,03 . 10 27,0 

15 6,51 . 10-8 2,17 7,58 . 10 27,2 

20 9,69. 10° 2,01 9,26 . 10 24,1 

Tabelle IV (Abb. 1 und 2). 
1°,, Ovalbumin NaOH (Laugebindung). 
n/1000 NaOH 80H Pox Py Dalp. Mittl Wg. - 10 

2.5 8,17 .10-® 5,50 8,57 2.50. 107 14,8 

5. 1,51. 10-4 3,82 10,24 484.107: 21,2 

10 2,42 .10 2,62 11,45 7,37 . 10 27,0 

12,5 3,02 .10°3 2,52 11,55 9,18. 10 28,0 

15 4,55.10°% 2,34 11,62 9.95.10 28,4 

20 6,50. 107° 2,19 11,77 1,27 .10°3 27,6 

30 7,26. 10 2,14 11,93 2,17 .10-? 21,6 

Man kann die Wg. als Funktion des py, ferner des Gegenions (Alkali- 
oder Saureions), der Gesamtladung des Proteinions oder schlieBlich 
dessen freier Ladung (Aktivitat in bezug auf das Gegenion) betrachten. 

Die Aktivitat des Proteinions ist nur unter besonderen Umstanden 
und dann nur annahernd zu ermitteln. Das py, ist wohl am unmittel- 
barsten zugénglich, aber die Abhangigkeitsverhaltnisse kénnen dabei 
oft undeutlich hervortreten. So entspricht im Anfangsteil der Kurven lad 
ats " ; adu 
der fast vollstandigen Saiure- oder Laugenbindung nur eine sehr geringe ; 
. A 5a f " . steh 
Verschiebung des py. Bei Zusatz der hGheren Konzentrationen wechselt 
‘ , vag unc 
der Gang des py seine Bedeutung, indem er nicht so sehr das Gleich- he; 
el | 

! Diese Zeitschr. 164, 401, 1925. Beziiglich der Kritik der Berechnungen 

dieser Art vgl. Pauli-Valké, Elektrochem. d. Kolloide, |. c. 8. 381. glob 
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gewicht bei der Bindung, sondern das Wachsen der Gegenionenkonzen- 
tration anzeigt. Fiir den Vergleich an ein und demselben Protein und 
der Proteine untereinander bringt die Zugrundelegung der Gesamt- 
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ladung oder, was dasselbe ist, der Normalitat des Proteinsalzes die be- 
stehende Abhangigkeiten am deutlichsten zum Ausdruck. Die Abb. 2 
und 3 geben die Beziehungen Wg. zu np,,; beim Ovalbumin bzw. zum pg 
bei den untersuchten Proteinen wieder. 


In analoger Weise sind die Daten fiir Seralbumin und Pseudo- 


globulin in den folgenden Tabellen und Abbildungen dargestellt. 
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b) Seralbumin. 


Tabelle V. 1° 


Seralbumin 


+ Séure. 














1 2 3 4 5 
n/1000 ’ Spezifische Analyse Couls Dauer i 1 
n/1000 HCI Leitfihigkeit x mg N2 _— Sek de _—. 
2,5 W, 2,14.10~4 13,47 2,152 9000 11.4 
Wa 2,14.10°4 13,37 2,141 9000 10,8 
5 W, 4,.52.10-4 14,12 4,712 9900 15,2 
W, 4,52.10°* 14,26 4.737 9900 16,1 
7.5 W, 7,35 . 10-4 14,47 7,169 9009 18,7 
Wo 7,35 .10-* 14,77 7.314 9000 20,3 
10 W, 1,08 . 10 15,19 10,22 900) 24.3 
Ws 1,08 . 10 14,68 9,483 8109 22.4 
W; 1,08 . 10 14.81 10,75 GH00 0.6 
15 W, 1,25. 10 14.49 9,81 7209 23.4 
W, 1,25. 10-3 14,54 9,685 7200 24,1 
20 W;, 1.39.10 14,43 11,11 72090 22.4 
W, 1,39. 10 14,38 10,96 7200 22,3 

Tabelle VI. 1°. Seralbumin + Lauge. 

l 2 3 4 6 
1/1000 Spezifische Analyse Coulomb Dauner in » 
NaOH Leitfahigkeit x — N atoms Sekunden We 

2.5 W, 1,69. 10-4 12.67 1,264 8100 8.3 

Wa 1,69.10°* 12.54 1,38 9000 6.6 
5 W, 3,3. 10-4 12,35 1,20 3600 11,1 
W, 3.3 .10-* 12,28 1,197 3600 10,1 
7,5 W;, 6,04.10-4 13,48 4,107 7200 17,1 
10 W, 8.9.10-4 13,91 4.794 4809 26.9 
Ws 8,9.10-4 14.01 5,291 5400 25.4 
12.5 W; 1.3.10 14.17 9,21 7200 22.1 
15 W, 1.44.10 16,04 13,86 7H 29.8 
W, 1,44 .10 14.41 9.15 6000 28,1 
20 W, 2,37 . 10 14,17 16,41 7200 23.9 
W, 2,37 . 10 14,06 16,74 7200 21,9 
Tabelle VII (Abb. 3 und 4). 1 Seralbumin — HC] 

n/1000 HCI ay Py Dan Mittlere Wg 
0 1,26 .10-° 4.90 — = 
2.5 9,54 .10-° 4,2 2.40. 10- 11,1 
5 2,75 .10-* 3.56 4.72.10 15,7 
7.5 6.60. 10-4 318 6.80. 10-3 19.5 

10 1,23 . 10 2.91 8,68 . 10- 22.4 

15 3,39 .10- 2.47 113.193 24, 

20 7,98 . 10-5 2.15 1.22.10"? 23,1 
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Tabelle VIII (Abb. 3 und 4). 
1°, Seralbumin Lauge. 

n/1000 > > Mittlere 
NaOH ®OH Pow Py Dalb Wg. - 10° 
2,5 1,42.10-7 6,85 7,22 2.5.10 7.6 
5 1,35.10-* 4,87 9,20 4.99 .10°° 10,5 
7,5 2,60.10-4 3,58 10,48 7,22. 10 17,1 
10 8,54 .10-4 3,07 11,00 9,07 . 10 26,2 
15 2,26 . 10 2.65 11,42 1,25 .10°? 29,2 
20 3,25 . 10 2.49 11,58 63.10°? 23,0 

Bs - 
> | ” | 
OS es ae 
e | I ' 
J 
S i 
R 
= , oe 4 
NH j 
fe ae ae 
4 
4 3 7 SOND 
gebundene -bezw OH-Menge 
Abb. 4. 1°), Seralbumin 
c) Pseudoglobulin. 
Vabelle IX. 
1°, Pseudoglobulin HCl. 
1 2 4 
] Spezifische alvse mg Coulomb- ™ 
needa Leitfuhigkeit « | Andlyse me Ns; Anzahl We 
2.5 W, 2,72 . 10-4 14,25 2,124 1,5 
W, 2,72.10-4 14,22 2,084 21,7 
5 W, 5,76. 10-4 14,06 3,959 22.5 
W, 5,76 .10°* 14.06 3,866 23,1 
75 W, 9,29 . 10-4 13,97 6,643 20.9 
W, 9,29.10°4 13,08 6,637 12,6 
10 W, 1.5.10 13.86 10,903 
W, 1.5.10 13,75 11,697 _ 
W, 1,5.10°3 14,45 11,374 23.9 
12.5 W, 2.03.10 14.14 13,514 24.1 
Ws 2,03. 10° 13,97 12,619 23,9 
15 W, 2,35. 10-5 14.08 15.566 23,6 
20 W, 453.10 12,77 22,295 14,0 
Wo 4.53 . 107 12.74 22.032 13.6 
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Tabelle X. 
1”. PseudoglobuJin NaOu. 
1 2 4 
n 1000 NaOH Lettiabiakelt E Analyse mg N2 ( = We 
2.5 W, 1,77.10°4 13,16 1,221 13,7 
Wo bhi a 13,10 1,192 13,5 
5 Wi 4.52.10-* 13,95 3.519 18.9 
W, 4,52.10., 13,93 3,519 18,8 
10 W, 1,10.10 13,59 7,492 18,2 
W, 1.10.10 13,45 7,459 16.9 
15 W, 1.84.10 13,87 14,135 18,5 
Wa 1,84 . 10 13,63 13,939 16,7 
20 W, 2.55.10 14,12 22.471 18,0 
Ws 2,55. 10 14,05 22.572 17,4 
Tabelle XI (Abb. 3 und 5 
1°, Pseudoglobulin Saure. 
n 1000 H Cl ay Py Got Mittl. Wg - 1 
0 1,62 .10°8 5,79 
2.5 1,89 .10-4 3,73 2.30.10 21,5 
5 6,65 . 10-4 3,18 4,31 .10 22,8 
7,5 1,42 .10 2,85 5,96 . 10 
10 2.18. 10-3 2.66 7.60.10 23.9 
12,5 3,60 . 10-% 2.44 8.50.10 24.0 
20 8,33 . 10 2,08 1,098.10 13,6 
T'abelle XII (Abb. 3 und 5 
1°, Pseudoglobulin Lauge. 
, n 1000 C P P Mittlere 
NaOH OH OH H Naib Vg.- 10 
2.5 1.97.10 4,71 9,22 2.48 . 10-8 3,6 
5 2,95 .10~4 3,53 10,53 4.69.10 18,8 
10 1,69 . 10 2.77 11,15 8.16.10 17,6 
15 3,07 . 10 2.51 11,55 1,16.10°? 18,0 
20 5,37 . 10-5 2.27 11,83 1,40.10°? 17,8 
3 ZS lL 7 
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I. Uberblick der Ergebnisse. 

Wir wollen zunachst die el: ktro positive n Proteinionen betrachten. 
die ein ziemlich einheitliches Bild ergeben (Abb. 6) Danach steigt 
die Proteinionenbeweglichkeit bei den niederen Saurezugaben nahezu 
linear an, dann verlangsamt sich der Anstieg zu einem Maximum mit 
folgendem starken Abfall. Darin pragt sich in Ubereiastimmung mit 
den bisherigen Erfahrungen einerseits die Zunahme der freien Ladung 
mit der aufgenommenen Sauremenge, andererseits die schlieBliche 
\ktivitatsabnahme der Proteinionen durch Inaktivierung der Gegen- 
ionen an Ovalbumin und Seralbumin aus. Die tiberwiegend sauren 
EKiweiBkérper wandern im reinen Zustand als negative Teilchen. Diese 
Weg. wird durch niedersten Saurezusatz zunachst auf Null gedriickt 
und dann schlieBlich elektropositiv. Die zur Erreichung des Null- 
punktes von Wg. verbrauchte (gebundene) Saiuremenge ]aéBt sich aus 
der Figen-H-Aktivitat der Albumine abschatzen und bildet einen so 
geringen Bruchteil der Héchstbindung an Saure, da® sie fiir diese 
praktisch vernachlassigbar wird. Die Wg. Null bis etwas iiber 
20. 10-5 em/see zeigt einen nahe linearen Anstieg mit steigender Auf- 
ladung der Albumine. Das letztere gilt auch fiir das Pseudoglobulin, 
dessen Wg. nur einen sehr sanften Anstieg aufweist, da es schon ohne 
Saiurezugabe als iiberwiegend positive Gruppen enthaltender Eiweib- 
kérper einen Anfangswert von positiver Wg. besitzt?. 


Beziiglich der Lage des Maximums der Wg. (Tabelle XIIIb) 
ergibt sich eindeutig, daB es in einen um so héheren Wert der Saure- 
bindung oder Gesamtladung (pro 1g Protein) riickt, je gréBer die 
Hochstzahl (Tabelle XIIIa) an ppsitiven Gruppen des betreffenden 
EiweiBkérpers oder der von ihm gebundenen Sauredquivalente ist. 
Die Reihenfolge der EiweiSkérper ist in beiden Reihen a und b der 
Tabelle gleich. Ferner findet sich Ubereinstimmung in der Lage des 
Optimums der Wg. mit dem Aktivitétsmaximum, soweit es mittels der 
potentiometrischen Cl-Bestimmung ermittelt wurde, und ebenso mit 
der Lage des Viskositatsmaximums. Die Vergleichswerte sind den 
Beobachtungen von Frisch, Pauli, Valké* bzw. Pauli-Blank*® ent- 
nommen. Bemerkenswert ist ferner, da der Umschlagspunkt der Wg. 
zwischen 63 bis 75°, der Gesamtladung gelegen ist. Der Umschlag 
tritt friiher und steiler bei Ovalbumin und Pseudoglobulin ein. Még- 
licherweise wird bei diesen, zum Unterschied von Seralbumin, leichter 
denaturierbaren Eiwei$kérpern die Inaktivierung durch einen beglei- 


Nahere Angaben bei Pauli u. Th. Stenzinger, diese Zeitschr. 205, 71, 
1929: 7. Jté u. Pauli, ebenda 213, 95, 1929. 


2 1e. 


3 Diese Zeitschr. 2038, 337, 1928. 
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Tabelle XIII (Abb. 6). 
1°, Proteine + HCl. 





Gebundene Séureaiquivalente pro 1 g Protein . 105 n 


a b ¢ d e 
Protein , F 
maximale im Maximum Aktivitéts- im Maximum, maximale 
Bindung der Wg. maximum von? Weg. -105 em 
(aus ac) . 

Ovalbumin .. 110 75 (68%) 69 69 27,2 
Pseudoglobulin . 143 90 (63%) — 85 23.9 
Seralbumin .. 147 110 (75%) 107 109 24.0 
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Abb. 6. 


tenden sekundaren, schlieBlich irreversiblen Vorgang begiinstigt. In 
einer letzten Reihe sind die Héchstwerte von Wg. der einzelnen Eiweib- 
kérper angefiihrt, sie gehen keinesfalls dem erreichbaren Maximum 
der Gesamtladung parallel. Das Ovalbumin mit der kleinsten Héchst- 
ladung gibt den gréBten Wert Yon Wg. Das gilt jedoch nicht nur fiir 
die héheren Séureaufnahmen, fiir welche man, im Sinne der von 
Svedberg' angenommenen Stabilitatsbereiche des py, besonders beim 
Seralbumin eine Desaggregation in Betracht ziehen kénnte. Vielmehr 
findet sich schon von den niedrigen Saurezusatzen an fiir gleiche Bindung 
oder Aufladung beim Ovalbumin stets eine héhere Wg. als beim Ser- 
albumin. Am niachsten liegt es, fiir diesen bedeutenden Unterschied 
die Kleinheit des Ovalbuminteilchens, mit dem halben Molekular- 
gewicht des Seralbumins (S. P. L. Sdrensen, The Svedberg) verantwort- 
lich zu machen. Ferner kénnte der starke Anstieg der inneren Reibung 
des Seralbumins gegeniiber dem sehr geringen des Ovalbumins mit 
steigender Saéurebindung hinzukommen und bei der _ betrachtlichen 
Divergenz der beiden Wg.-Kurven mit steigender Bindung (Abb. 6 
mitwirken. Der GréBenunterschied der Teilchen, vielleicht auch det 
Unterschied im Bau, der beim Seralbumin mit erhéhter (permutoider 


! Transact. Faraday Soc. 26, 740, 1930; vgl. dazu Pauli, ebenda 
26. 745, 748, 1930; ferner H. R. Bruins, Kolloidzeitschr. 57, 164, 1931. 
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Reaktion im Innern des Kolloidteilchens einhergehen diirfte, kann 
jedoch auch darin zum Ausdruck kommen, daf dem, bei gleicher Saure- 
aufnahme pro Gramm, hoherwertigen Seralbuminion kleinere Aktivitats- 
koeffizienten des Gegenions und daher ein geringerer Anteil freier 
Ladung entspricht als beim Ovalbumin. In der Tat weisen die (1. ¢.) an- 
gefiihrten Messungen von Frisch, Valké, Pauli einen bedeutend kleineren 
Aktivitatskoeffizienten des Cl beim Seralbumin fiir dieselbe Saure- 
bindung auf. Er ist in diesem Gebiet um 30 bis 50°, unter dem ent- 
sprechenden des Ovalbumins gelegen. 

Weniger durchsichtig liegen in mancher Hinsicht die Verhaltnisse 
bei den negativen Proteinionen. In der Tabelle XIV sind die drei Pro- 
teine und die zugehérigen Daten nach steigender maximaler Laugen- 
bindung geordnet. 

Tabelle XIV (Abb. 7). 
1°. Proteine + NaOH. 





Gebundene Laugenfquivalente pro 1 g Protein . 10° 1 





Protein a b 
a ae im es maximale Wg 
Seralbumin. ... 160 125 (78%) 135 99.9 
Ovalbumin .... 134 107 (74°,) 108 28,4 
Pseudoglobulin . . 126 50 (40%) 116 18,0 
4 
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Abb. 7. 


Wohl ist auch hier die Lage der Maxima der Wg. in ihrer Abhangig- 
keit von der Laugenbindung (Tabelle XIVb) bestimmt durch die 
Héchstzahl (Tabelle XIVa) der negativen Gruppen des betreffenden 
Proteins (unter a). Allein nur beim Ovalbumin fallt das durch Weg 
angezeigte Maximum freier Ladung mit der Bindung im Maximum 
von » zusammen. Bei Seralbumin und Pseudoglobulin hingegen er- 
scheint das y in héhere Bindungswerte der Lauge verschoben. Es 


scheinen also fiir die innere Reibung des LaugeneiweiBes bei diesen 
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zusammengesetzten Proteinen noch besondere Umstande neben der 
freien Ladung wirksam zu sein, welche bei den Saéureproteinen nicht 
hervortreten. Dagegen stimmt hier nicht nur in bezug auf die Lag: 
des Wg.-Optimums nach der gebundenen Lauge, sondern auch in den 
Hochstwerten von Wg. selbst (Tabelle XTVc) die Reihenfolge mit det 
Ordnung Seralbumin, Ovalbumin, Pseudoglobulin itiberein, wie si 
sich aus dem Maximum an _ verfiigbaren negativen Gruppen (Ta 
belle XIVa) ergibt. DaB bei dem iiberwiegend positive Gruppen ent- 
haltenden Pseudoglobulin der Héchstwert der Wg. der positiven iiber 
dem der negativen EiweiBionen liegt, bei den iiberwiegend negativen 
Albuminen das umgekehrte Verhaltnis der Wg.-Maxima besteht, geht 
unmittelbar aus den graphischen Darstellungen (Abb. 2, 4, 5) hervor 
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Bemerkenswert ist der betrachtliche und regelmaBige Unterschied 
der Wg.-Werte von positiven und negativen lonen fiir aquivalent: 
niedrige Saure- oder Laugenaufnahmen, ein Gebiet, in welchern 
zufolge praktisch vollstindiger Bindung gleiche positive bzw. nega 
tive Gesamtladung der Proteinteilchen vorausgesetzt werden darf 
Stets liegen hier die Wg.-Werte der negativen unter denen der korre 
spondierenden positiven Ionen. Bei Ovalbumin und Seralbumin findet 
nahe am Maximum oder vor Erreichen des Wg.-Maximums der positiven 
lonen ein Uberschneiden der Kurven statt, es kehrt sich dann das 
Verhaltnis zugunsten der nun gréBeren Weg. der negativen Ionen um 
Dieses Uberschneiden ist in zwei Umstanden begriindet: 1. wachst 
bei diesen an negativen Gruppen iiberwiegenden Albuminen mit fort 
gesetzter Laugenzugabe die Aufladung und Wertigkeit der negativen 
Ionen weiter betraichtlich an, wahrend dieses Ansteigen mit aqui 
valenter Saurezugabe bereits geringfiigig geworden ist, und 2. kommt dis 
viel starkere Inaktivierung der Anionen seitens der positiven Protein 
ionen hinzu, wiaihrend die Inaktivierung der Alkaliionen viel weniger 
ausgiebig erfolgt. Das prigt sich ebenso im Gange der Wg.-Werte det 


negativen [onen aus, der die freie Ladung anzeigt, wie es schon vom 
Verlauf der Viskositaétskurven bekannt ist. In der Abb. 8 sind di 
y-Werte vom Seralbumin nach Versuchen von Pauli- Blank wieder 
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vegeben. Eine allgemeine Ubereinstimmung des Verlaufes von » mit 
lem der positiven und negativen Wg.-Werte in Abb. 4 ist unverkennbar. 
Diese allgemeine Ubereinstimmung wiirde sich auch auf kleinste Zu- 
sitze von HCl erstrecken, indem hier eine Depression der Wg. im iso- 
elektrischen Gebiet und eine korrespondierende Senkung von y zur 
Darstellung kime. Sieht man von den friiher hervorgehobenen Diffe- 
renzen in der Lage der Optima von » und Wg. beim Alkalieiweib ab, 
so ist besonders die eigentiimliche Form der beiden Kurven bei niederem 
Laugenzusatz charakteristisch. 

Diese Ubereinstimmung scheint uns dafiir zu sprechen, da hier 
Unterschiede in der freien Ladung bei Aufnahme kleiner aquivalenter 
Saiure- und Laugenmengen im Gange der Wg.- und 9-Kurven des 
Seralbumins, in weit geringerem Mae auch beim Ovalbumin, zum 
\usdruck kommen, die sich bei hGheren Zusatzen ausgleichen. Solche 
Unterschiede kénnten durch topische oder konstitutive Verschieden- 
heiten der zunaichst reagierenden positiven und negativen Gruppen 
bedingt sein, welche zumal beim Seralbumin auch im Innern_ des 
Teilchens liegen und iiberdies verschiedene Aktivitatskoeffizienten 
besitzen kénnten. Anordnung auf der Oberflache sowie Aktivitat der 
ionischen Gruppen werden aber die freie Ladung bestiinmen. Hier 
kann es sich einstweilen um nicht mehr als den Hinweis auf eine Méglich- 
keit handeln. Andere Moglichkeiten einer Erklarung treten gegeniiber 
der angefiihrten, bei dem derzeitigen Stande unserer Erfahrungen, 
in den Hintergrund. Dies wiirde beispielsweise fiir die Annahme gelten, 
daB die konstitutiven Unterschiede in den ionischen seitenstindigen 
Gruppen unmittelbar, wie etwa bei dem groben Unterschied der Be- 
weglichkeit von Ammonium und Acetation, als Differenzen der Wg.- 
Werte der groben EiweiBionen sich offenbaren, und diese Annahme 
wird auch durch den mit der Wg. symbaten Gang von » nicht gestiitzt 
Eine Stérung der Laugenwirkung durch die Luftkohlensiure ist, bei 
der Vollstandigkeit der Reaktion mit dem Protein und der Bindung 
in diesem Gebiet als Grund der Abweichungen nicht wahrscheinlich 
und vermag die Besonderheiten im Verhalten des Seralbumins und 
die Ubereinstimmung zwischen dem Gang der Wg. beim starker nega- 
tiven Ovalbumin und dem iiberwiegend positiven Pseudoglobulin nach 
geringem Laugenzusatz (vgl. Abb. 7) kaum verstandlich zu machen. 

Ein Problem fiir sich bildet ein etwaiger Unterschied der Wg.-Werte 
im engeren isoelektrischen Gebiet, abhangig davon, ob die Verschiebungen 
des py mittels Puffern oder durch den Zusatz von starker Saure oder 
Lauge in Abwesenheit von Neutralsalz erzeugt werden. Es ist auber- 
ordentlich unwahrscheinlich, daB die Wg.-Werte fiir das gleiche py 
unter diesen Umstainden auberhalb J zusammenfallen. Unsere fir 


pufferfreie Mischungen allein zulassige Uberfiihrungsmethode bedarf 
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jedoch fiir die niedrigen Wg.-Werte dieses Gebiets noch einer wesent- 
lichen Verfeinerung, um eine Entscheidung zu gestatten. In Abb. 3 
wurde der Versuch gemacht, die Kurven W¢., pu fiir das Gebiet um J 
graphisch zu intrapolieren und mit den Ergebnissen von Tiselius zu 
vergleichen. Bei aller notwendigen Zuriickhaltung gegeniiber einer 
solchen Intrapolation gewinnt man doch den Eindruck, als ob die 
Weg.-Werte auf der sauren Seite des Puffers, im Vergleich mit denen bei 
Verwendung reiner Séure zur Erzielung des gleichen py, verkleinert, 
auf der basischen vergr6Bert waren. Das erste ware aus der gesteigerten 
Gegenioneninaktivierung infolge der héheren Gegenionenkonzentration 
im Puffer zu verstehen, eine solche Erklarung wiirde jedoch auf der 
alkalischen Seite ausgeschlossen sein. Einheitlich lieBe sich das Ver- 
halten im Puffer aus der in letzter Zeit von Pauli fiir die Kolloid- 
Kolloidreaktionen der EiweiSkérper in den Vordergrund gestellten 
Beeinflussung der Dissoziationskonstanten von Ampholyten durch 
Neutralsalzzusatz ableiten, wobei in der Regel zunachst die saure K., 
erhéht, die basische K, erniedrigt wird. Nahere Aufklarung diirften 
jedoch erst weitere im Gange befindliche Untersuchungen bringen. 

In der vorliegenden Frage wird schlieBlich noch zu beachten sein 
dais manche Erfahrungen! dafiir sprechen, da die physikalisch 
chemische Konstitution reiner Eiweibl6sungen mit derjenigen bei de: 
gleichen py in Puffern nicht notwendig iibereinstimmt und daB auc 
nicht der gleiche Reaktionsmechanismus fiir die Herstellung von J aus 
reinen Proteinen einerseits etwa durch HCl-Zusatz, andererseits durch 
Essigsiureacetatpuffer gelten mubB. 


1 Pauli, Kolloidzeitschr. 58, 51, 1930. 
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Untersuchungen tiber tierische Gewebsproteasen. 


X. Mitteilung: 
Uber das Auftreten yon Abwehrfermenten im Blutserum des Kaninchens. 


Von 
H. Kleinmann und G. Scharr. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1932.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 

Nachdem in einer vorangehenden Arbeit iiber die Proteinasen des 
erums gezeigt werden konnte, daB im Serum zwei verschiedene Pro- 
teinasen, und zwar Kathepsin und Trypsin, vorhanden sind, war die 
Méglichkeit gegeben, den Anderungen des Fermentspiegels auf Grund 
auBerer Bedingungen nachzugehen. 

Als wichtigste Aufgabe hierbei erschien uns, zu priifen, ob das 
Eindringen kérperfremden EiweiBes in den tierischen Organismus 
einen Einflu8 auf die Serumproteinasen auszuiiben vermag. Und zwar 
ist hierbei zu unterscheiden, ob das Eindringen von EiweiB die Quantitat 
der vorhandenen Blutproteasen beeinfluBt, oder ob auBerdem noch 
spezifische, gegen das eindringende Eiwei} gerichtete Fermente vom 
Organismus geliefert werden. Es handelt sich also um die Frage, ob 
es moglich ist, Abwehrfermente nachzuweisen oder nicht. 

Das Auftreten von Abwehrfermenten im Blute beim Eindringen 
kérperfremder Substanzen ist besonders von Abderhalden! und seiner 
Schule immer wieder behauptet und durch zahlreiche Experimente 
gestiitzt worden. Insbesondere soll Einfiihrung verschiedenartiger 
EiweiBe wie Casein, Edestin und SerumeiweiB geeignet sein, bei ent- 
sprechend behandelten Versuchstieren spezifisch gegen diese Eiweibe 
gerichtete Abwehrfermente hervorzulocken. 

1 Vgl. die Veréffentlichungen in der Zeitschr. f. phys. Chem. (1906 
bis 1909) und in ,,Fermentforschung™. 
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Es wird von Abderhalden und Mitarbeitern seit vielen Jahren Material 
dafiir beigebracht und diese Arbeiten werden durch eine Reihe anderer 
Autoren bestatigt , daB normales Tierserum nicht imstande ist, be 
stimmte Substrate anzugreifen. Nach Behandlung des Tieres mit den 
Substrat aber soll sein Blutserum die Eigenschaft gewinnen, das Substrat 
in vitro anzugreiten. 

Dieser Darstellung steht eine Reihe von Untersuchungen entgegen, 
die das Auftreten von Abwehrfermenten leugnet. Hierbei sind wiede 
Gruppen zu unterscheiden, die tiberhaupt das Vorhandensein von Serum 
proteinasen leugnen, wie solche, die nur das Auftreten von besonderen 
Abwehrfermenten bestreiten. Die Literatur iiber dieses Problem ist auBe1 
ordentlich groB, und es ist nicht mdglich, auf Grund der vorhandenen 
widersprechenden Ergebnisse ein einheitliches Bild zu gewinnen. Es ist 
auch nicht méglich, die Literatur im einzelnen zu werten, und es muB8B auf das 
Werk vonOppenheimer ,, Die Fermente und ihre Wirkungen“ verwiesen werden. 


Wir glaubten zur Bearbeitung des Problems aus zweifachen 
Griinden beitragen zu kénnen. Einmal nimlich erméglichte die An- 
wendung der nephelometrischen Methode die genaue Messung der im 


normalen Serum vorhandenen Proteinasen. (Wahrend es sich in der 


vorangehenden Arbeit mehr um den qualitativen Nachweis von Kathepsin 
und Trypsin im Serum handelte, konnte in vorliegender Arbeit auch die 
Methodik zur quantitativen Auswertung vervollkommnet werden.) 
Es war damit méglich, den normalen Fermentspiegel im Serum zu 
verfolgen und seine Schwankungen unter dem EinfluB des Eindringens 
kérperfremden EiweiBes festzustellen. Hierdurch unterscheiden sich 
die Untersuchungen wesentlich von denjenigen Arbeiten anderer Au- 
toren, die im normalen Serum keine Proteinasen zu finden vermochten 
unc! eine solche fermentative Wirkung erst bei vorbehandelten Tieren 
beobachteten. 

Es erschien uns ein Vorzug unserer Methode, vom normalen Stand 
des Fermentspiegels ausgehen zu kénnen. 

Des weiteren erméglichte aber unsere Methode nicht nur, die 
eventuellen Schwankungen der normalen Serumproteinasen Kathepsin 
und Trypsin zu beobachten, sondern auch ein Auftreten spezifischer 
Abwehrfermente zu erfassen. Dieses Vorgehen wird dadurch bedingt, 
daB die Spezifitét unserer Caseintriibung durch Chinidin es erméglicbt, 
Caseinbestimmungen bei Zusatz von Serum auszufiihren, ohne daf 
das SerumeiweiB stérend in Erscheinung tritt. Es ist also méglich, 
ein Auftreten von besonderen, Casein abbauenden Fermenten unab- 
hangig von den normalen Serumproteinasen durch Vergleich mit diesen 
festzustellen. 


Wir haben in der vorliegenden Arbeit als Versuchstiere Kaninchen 
und als Eiwei8kérper Casein, Edestin und Pferdeserum angewandt 
Die Tiere wurden stets so mit den EiweiBkérpern behandelt, wie es 
nach den Angaben der Literatur zur Erzielung von Abwehrfermenten 
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nétig ist. Die Tiere wurden subcutan und intravenés behandelt und 
die Wirkung einmaliger und vielfacher EiweiBeinfiihrungen, nach 
kiirzeren Zeiten, sowie tiber geniigend groBe Zeitraume verfolgt. 

Vorausnehmend kann als Ergebnis der gesamten Untersuchungen 
gesagt werden, daB es weder méglich war, unter den gegebenen Bedin- 
gungen durch Eiweifeinfiihrung eine Wirkung auf den normalen 
Fermentspiegel des Serums auszuiiben, noch  spezifische Abwehr- 
fermente hervorzulocken. 


8B. Untersuchungen iiber das Entstehen von Abwehrfermenten 
im Kaninchenserum. 

Bevor darangegangen wurde, unmittelbar die Frage eines Auf- 
tretens von Abwehrfermenten zu priifen, war es notwendig, die Frage 
der quantitativen Erfassung der Serumfermente zu bearbeiten. 

In den vorangehenden Mitteilungen iiber tierische Gewebsproteasen 
hatte es sich um die qualitative Untersuchung der Proteinasenfrage 
gehandelt. Bei der vorliegenden Untersuchung handelt es sich aber 
um die Frage, ob ein Eindringen von Eiweif in den tierischen Organismus 
die Proteinasenmengen im Serum zu beeinflussen vermag. Es wird hier 
also die genaue Bestimmung der einzelnen Fermente notwendig. Fiir 
das Kathepsin bedeutet dies keine neue Aufgabe. Denn die Kathepsin- 
menge ergibt sich einmal aus der autolytischen Spaltung des Serum- 
eiweiBes bei definiertem py, des weiteren aus der Einwirkung von Serum, 
als Fermentlésung betrachtet, auf Casein ebenfalls bei definiertem py. 

Wir wandten fiir alle vergleichendeh Untersucungen fiir die auto- 
lytische Spaltung das Optimum der Fermentwirkung von py 4 an. 
Fiir die Caseinspaltung wurde aus technischen Griinden stets die erste 
Kurvenzacke bei px 3 benutzt. Der unter den bestimmten Bedingungen 
unserer Untersuchungstechnik bei 20stiindiger Spaltung erzielte Ei- 
weiBumsatz stellt ein exaktes MaB fiir alle vergleichenden, quanti- 
tativen Bestimmungen des Kathepsins dar. 

Ganz anders als beim Kathepsin aber liegen die Verhaltnisse 
beim Trypsin. Hier hatten die vorangehenden Untersuchungen ,,Uber 
tierische Gewebsproteasen 1X‘‘ gezeigt, da durch Caseinfaillung im 
Serum das Trypsin des Serums an Casein adsorbiert werden kann. 
Diese Adsorption braucht aber keineswegs quantitativ zu sein und ist 
es bei einmaliger Fallung auch nicht. Es war also notwendig, zunachst 
alle Bedingungen der Bindung des Trypsins an das Casein bei Fallung 
desselben im Serum zu priifen, um hierauf eine Methode zu griinden, 
die die quantitative Erfassung des Serumtrypsins erlaubt. 

Es sei hierbei auf die ahnlichen Bestrebungen von Stepphuhn, Utkin- 
Lijubowzow' hingewiesen. 


1 Diese Zeitschr. 188, 90, 1927. 
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Stepphuhn, Utkin-Ljubowzow fanden den Tryptasegehalt des Serums 
nach zweimaliger Caseinadsorption (1cem Serum + zweimal je 3 ccm 
1”,ige Caseinlésung) fast erschépft. Wurde die Adsorption mit Casein- 
lésung verschiedener Konzentration vorgenommen, so zeigte sich, da8 
Anreicherung des Adsorbens nicht zur AdsorptionsvergréBerung fiihrt. 


I. Untersuchungen iiber die quantitative Erfassung des Serumtrypsins 
dureh die Caseinadsorption. 

Wir begannen die Ausarbeitung der quantitativen Serumtrypsin- 
bestimmung damit, daB wir zunachst den EinfluB der Verdiinnung 
der Systeme, d.h. des Reaktionsvolumens, auf die Trypsinadsorption 
priften. Sodann wurde der EinfluB der Konzentration des Adsorptions- 
mittels auf den Adsorptionsvorgang untersucht, und schlieBlich wurde 
festgestellt, wie oft die Adsorption wiederholt werden konnte, um das 
Serum quantitativ an Trypsin zu erschépfen. Wir konnten in Uberein- 
stimmung mit Stepphuhn, Utkin-Ljubowzow zeigen, daB die Casein- 
konzentration innerhalb bestimmter Grenzen ohne Einflu8 auf den 
Adsorptionsvorgang ist. Ebenso zeigte sich auch die Verdiinnung des 
Gesamtsystems ohne jede Bedeutung. Dagegen war die Zahl der Ad- 
sorptionen wesentlich. 

Es gelang uns, eine Methode auszuarbeiten, die das gesamte Trypsin 
des Serums zu erfassen erlaubt. Ihre Ausarbeitung wird wie folgt im 
einzelnen gegeben. 


1! EinfluB der Verdiinnung auf die Adsorption. 


In folgenden Versuchen wird untersucht, welchen Einflu8 die Ver- 
diinnung auf die Caseinadsorption aus Serum hat. 

Zu diesem Zweck wurden je 1 cem Pferdeserum mit verschieden groBen 
Mengen Wasser vermischt, und aus diesen unterschiedlichen Serumverdiin 
nungen wurden je 6cem 0,25°,,ige Caseinlésung durch Zusatz von einigen 
‘Tropfen m/1 Acetatpuffer (px 4,7) ausgeflockt. Die Caseinniederschlage 
wurden abzentrifugiert, einmal zur Entfernung der Serumreste mit 
m/100 Acetatpuffer gewaschen und in wenig n/10 NaOH + Wasser gelést. 
Die Lésungen wurden mit n/10 Essigséure neutralisiert und mit Wasser 
auf je 6ccm aufgefiillt. Mit diesen neuen Caseinlésungen (0,25 ° ig 
wurden unter Verwendung von Phosphatpuffer Caseinansaétze bei px 7 
hergestellt. 

a) leem Pferdeserum + 6cem 0,25°,ige Caseinlésung. Das Casein 
wird gefallt, gewaschen und wieder gelést. Spaltansatz bei px 7.* Spaltzeit 
20 Stunden. Caseinspaltung 25,4". 

b) leem Serum + 6cem Wasser + 6cem 0,25°,ige Caseinlésung 
Faéllung und Ansatz bei pa 7. Spaltzeit 20 Stunden. Caseinspaltung 
26,2 %, 

ec) leem Serum + 12cem Wasser + 6cem 0,25°,ige Caseinlésung 
Das Casein wird gefallt, gewaschen und wieder gelést. Die Lésung (6 cem 
wird zu Spaltansétzen bei po 7 benutzt. Spaltzeit 20 Stunden. Casein 
spaltung 28,8°,. 
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d) leem Serum + 24cem Wasser + 6cem 0,25°,ige Caseinlésung. 
Casein fallen, waschen und lésen wie iiblich. Ansétze bei pa 7. Spaltzeit 
20 Stunden. Caseinspaltung 28,6 °,, 

Ergebnis. Die Verdiinnung hat keinen Einflu8 auf die Adsorption. 


2. EinfluB der Adsorbenskonzentration auf die Adsorption. 


Nunmehr wird weiter gepriift, welchen Einflu8 die Substratkonzen- 
tration des zugefiigten Adsorbens auf die Adsorption der Tryptase aus 
Serum hat. 

Zu diesem Zweck wurden Caseinlésungen verschiedener Konzentration 
mit je 1 cem Pferdeserum vermischt; das Casein wurde in iiblicher Weise 
mit m/l Acetatpuffer ausgeflockt, abzentrifugiert und gewaschen. Darauf 
wurden die Niederschlige in wenig n/10 NaOH + Wasser gelést und die 
Lésungen mit n/10 Essigséure neutralisiert. Diese Losungen wurden nun 
weiter mit Wasser so verdiinnt, bis sie die gleiche Caseinkonzentration 
hatten. Dieses Vorgehen war nétig, sowohl um fiir die Spaltansaétze gleiche 
Bedingungen (gleiche Substratkonzentration) zu schaffen, als auch um die 
fir die Triibungsmessung giinstigste Caseinkonzentration zu _ erhalten. 
Mit je 6cem Caseinlésungen wurden Ansatze bei pu 7 hergestellt. 

a) leem Serum + 6cem 0,25°,ige Caseinlésung. Das Casein wird 
ausgeflockt, gewaschen und wieder gelést. Die neue Lésung (6 ccm) ist 
wieder 0,25°,ig. Sie wird bei px 7 20 Stunden im Brutschrank aufbewahrt. 
Caseinspaltung 28,0°,,. 

b) leem Serum + 6cem 0,5°,ige Caseinlésung. Es wird gefallt, 
gewaschen und wieder gelést. Die Lésung wird mit Wasser auf 12 ccm 


aufgefiillt, so daB sie jetzt 0,25° ig in bezug auf Casein ist. Je 6eem der 


Lésung werden zu Ansitzen bei pu 7 benutzt. Spaltzeit 20 Stunden. 
Caseinspaltung ‘17,0 °.,. ‘ 
c) leem Serum + 6cem 0,75 °,ige Caseinlésung. Es wird gefallt usw. 


Die Lésung des Caseinniederschlages wird auf 18 ccm aufgefiillt. Mit je 
6cem werden Ansaétze bei px 7 hergestellt. Spaltzeit 20 Stunden. Casein- 
spaltung 9,5 °,,. 

d) leem Serum + 6ccem 1°,ige Caseinlésung. Es wird gefallt usw. 
Die neue Caseinlésung wird mit Wasser auf 24 ccm aufgefiillt. Sie ist jetzt 
ebenfalls 0,25°,ig. Je 6cem werden zu den tiblichen Caseinansétzen be- 
nutzt. Spaltzeit 20 Stunden. Caseinspaltung 6,6”). 

Ergebnis. Erhéhung der Caseinkonzentration fiihrt nicht zu einer 
VergréBerung der Adsorption. 


3. EinfluB der Adsorptionswiederholungen. 


Nunmehr wurde gepriift, wieviel Adsorptionen notwendig sind, um 
den Trypsingehalt des Serums zu erschépfen. 
2ccm Kaninchenserum wird in einem Zentrifugenglas mit 4 ccm 
Caseinlésung vermischt. Das Casein wird mit einigen Tropfen Acetatpuffer 
(pu 4,7) ausgeflockt und abzentrifugiert. Es werden erneut 4 ccm Casein- 
lésung (0,25 °,ig) zugesetzt; das Casein wird durch einige Tropfen Acetat- 
puffer gefallt. Nach dem Zentrifugieren werden wiederum 4 ccm Casein- 
lésung zugesetzt. Es wird gemischt, das Casein wird ausgeflockt und ab- 
zentrifugiert. Die Fallungen wurden kurz hintereinander und in dem gleichen 
GefaB ausgetiihrt. Das Serumpuffergemisch wird jetzt vom Caseinnieder- 
schlag abgegossen und dieser mjt stark verdiinntem Acetatpuffer einmal 
gewaschen. Dann wird der Niederschlag in einigen Tropfen n/10 NaOH 
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+ Wasser gelést, es wird mit n/100 Essigséure neutralisiert und mit Wasser 
auf 12 ccm aufgefiillt. Diese Caseinlésung ist 0,25 °,ig und wird (je 6 cem) 
zu den itiblichen Caseinansaétzen benutzt. Einstellung von pxa7 mit 
m/15 Phosphatpuffer. 5cem Nullabnahmen im Eisschrank aufbewahren. 

Die Restl6sung von den drei Caseinadsorptionen wird mit 6 ccm 
0,25” iger Caseinlésung versetzt. Das Casein wird ausgeflockt, abzentri- 
fugiert und gewaschen wie oben. Darauf wird gelést, neutralisiert und mit 


Wasser auf 6ccm aufgefiillt. Auch diese Caseinlésung ist jetzt wieder 
0,25” ig. Mit ihr wird ein Caseinansatz bei px 7 hergestellt. Alle drei 
Ansatze werden 20 Stunden bei 37°C aufbewahrt. Die Nullabnahmen 


kommen in den Eisschrank. Caseinspaltung der dreimaligen Adsorptionen: 
Ansatz I: 28,9°%,, 
Ansatz II: 27,3 ° 
Caseinspaltung der Restlésung: 
Ansatz IIT: 0°... 


Die dreimalige Caseinadsorption mit je 4cem 0,25°.iger Caseinlésung und 
die einmalige Adsorption aus der Restlésung mit 6 cem Casein wird wieder- 
holt unter Verwendung von 1 ccm Serum. 
Caseinspaltung der dreimaligen Adsorption: 

Ansatz I: 49.3%, 

Ansatz II: 53,7° 
Caseinspaltung der Restlésung: 

Ansatz III: 0°, 


Ergebnis. Nach dreimaliger Caseinadsorption ist bei Verwendung von 


1/, oder 1cem Serum das Serum tryptasefrei. 


Zusammenfassend wird gesagt, daB dreimalige Fallung von Casein 
notwendig ist, um den Trypsingeha!t des Kaninchenserums mit Sicher- 
heit zu erschépfen. 

Die Technik der Trypsinbestimmung ist in der vorangehenden 
Versuchsanordnung des Abschnitts I. 3 enthalten, des weiteren wird 
sie noch einmal kurz unter II. 3 beschrieben. 


' If. Untersuchungen iiber den Einflu8 von Eiweibinjektionen auf den 
Proteinasengehalt des Kaninchenserums?. 

Im folgenden Abschnitt wird nun der Fermentspiegel von Ka- 
ninchen sowohl an Kathepsin als auch an Trypsin festgestellt und iiber 
langere Zeit hindurch verfolgt. Sodann werden den Tieren verschiedene 
EiweiBkérper und zwar Casein, Edestin und Pferdeserum parenteral 
eingefihrt. 

Die eingefiihrten Eiwei8lésungen wurden stets auf Blutaziditat, 
d.h. pu 7,2 bis 7,3, eingestellt. Die Lésungen wurden sowohl subcutan 


als auch, bei anderen Versuchstieren, intravenés gegeben. 


1 


Wir sprechen Herrn Privatdozenten Dr. Schdper vom Staatlichen 
Tierzuchtinstitut Klein-Ziethen unseren herzlichsten Dank fiir die Unter- 
stiitzung unserer Versuche aus. Herr Dr. Schdper hat uns durch Uber- 
lassung von Versuchstieren sowie durch Arbeitsméglichkeit an der Versuchs- 
anstalt wesentlich geholfen. 
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Die Wirkung einmaliger Einfiihrung wurde iiber Stunden, Tage und 
Wochen verfolgt. Sodann wurde die Wirkung téglicher Injektionen gepriift. 
Die Einzelheiten der Versuchsanordnung werden wie folgt gegeben. 

Zur Verwendung gelangten ausgewachsene 2,5 bis 3,5 kg schwere 
unbehandelte Kaninchen mannlichen und weiblichen Geschlechts. Die 
Tiere erhielten normales Futter, ihr Gewicht wurde vor, wahrend und am 
Ende der Versuchsreihe festgestellt. 

Die Bestimmung der Proteasen des Serums geschah nach folgenden 
drei Methoden. 

1. HigeneiweiBspaltung des Serums bei pa 4. Serumverdiinnung |: 4. 
Spaltzeit 20 Stunden. Die Technik der Ansatze ist in der Untersuchung iiber 
tierische Gewebsproteasen VIII, Abschnitt B, i. beschrieben. 

2. Caseinspaltung des Serums bei px 3. Serumverdiinnung | : 5. Spalt 
zeit 20 Stunden. 

3. Dre imaliqe Case inadsor ption aus Serum und Case inspaltung bei PH 7. 
Spaltzeit 20 Stunden. Bei den Untersuchungen iiber den EinfluB8 der Ad- 
sorptionswiederholungen konnte nachgewiesen werden, daB bei dreimaliger 


Adsorption (aus ! 


2 bis 1 ccm Serum) die Tryptase des Serums quantitativ 
erfaBt wird, so daB bei den folgenden Versuchen, unter Verwendung der 
dreimaligen Adsorption, die gesamte Tryptase des Serums gemessen wurde. 
Die Versuchsanordnung sei nochmals beschrieben: 0.5 cem Serum wurden 
in einem Zentrifugenglas mit 4ccem Caseinlésung (0,25 ig) vermischt. 
Durch Zugabe von einigen Tropfen m/l Acetatpuffer (px 4,7) wurde das 
Casein ausgeflockt. Jetzt wurde der Niederschlag zentrifugiert. die iiber- 
stehende Fliissigkeit wurde erneut mit 4ccm der Caseinlésung versetzt. 
und das Casein wurde ausgeflockt und zentrifugiert. Mit weiteren 4 ccm 
Caseinlésung wurde die Fallung ein drittes Mal wiederholt. Die vereinigten 
Zentrifugate wurden nun einmal mit m/100 Acetatpuffer gewaschen und 
schlieBlich in einigen Tropfen n;10 NaOH + Wasser gelést Die Lésung 
wurde mit n/10 Essigséure neutralisiert und mit Wasser auf 12 cem auf- 
gefiillt. Mit je 6cecm dieser Lésung wurden Caseinansaétze bei pu 7 her- 
gestellt unter Verwendung von m/15 Phosphatpuffer. 

Zur Ausfiihrung dieser drei Bestimmungsarten in Parallelen sind 3.5 
bis 4cem Serum erforderlich. 

Zur Injektion dienten Casein- und Edestinlésungen verschiedener 
Konzentration (siehe die einzelnen Versuchsvorschriften), sowie steriles 
Pferdeserum in Ampullen (von Behring). 

Die Caseinlésungen wurden hergestellt, indem man das EiweiS8pulver 
zuerst mit wenig kaltem Wasser, unter Vermeidung von Klumpenbildung 
verrtihrte. Dann wurden einige Kubikzentimeter n/l NaOH zugesetzt, 
wonach das Casein leicht in Lésung ging. Zur Neutralisation wurde unter 
kraftigem Riihren tropfenweise n/l HCl zugesetzt. Hierbei entstandene 
Caseinniederschlage wurden durch Riihren und Erwarmen wieder zur 
Lésung gebracht. Die Neutralisation wurde mit n/10 HCI! beendigt. Die 
Aziditaét der L6sung wurde elektrometrisch bestimmt, und zwar wurden die 


» 


Caseinlésungen auf px 7,2 bis 7,3 eingestellt. 


Als Lésungsmittel fiir Edestin diente n/] NaOH. Das mit kaltem 
Wasser zu einem Brei verriihrte Pulver wurde in der Warme mit der Lauge 
verriihrt, worauf es sich langsam léste. Durch tropfenweisen Zusatz von 
n/10 HCl wurde schlieBlich auf die gewiinschte Aziditat von px 7,2 bis 7,3 
eingestellt. Die Lésung war stets triibe. Sie wurde vor den Injektionen 
zur Sterilisation gekocht. 
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Bevor ein Tier die vorgesehene Injektion bekam, wurde an mehreren 
Proben der normale Proteinasengehalt des Serums bestimmt. Es wurden 


Schwankungen bis zu 4 bei der EigeneiweiBspaltung, bis zu 5 
bei der Caseinspaltung bei py 3 und bis zu + 7°, bei der Caseinspaltung 
bei pu 7, nach Adsorption, festgestellt. 

Niichtern- und Normalserum zeigten keine Unterschiede im Gehalt 
an Proteinasen. 


Die Blutentnahme geschah morgens aus der Ohrvene, nach Xylol- 
reizung. Das Blut wurde in Zentrifugenglisern aufgefangen und zum 
Gerinnen stehengelassen. Dann wurde 10 Minuten zentrifugiert, das Serum 
vorsichtig vom Blutkuchen abgegossen und erneut 10 Minuten zentrifugiert. 

Eine Zerst6rung von Leucocyten kann hierbei wohl als ausgeschlossen 
angesehen werden. 


1. Versuche iiber den EinfluB von Caseininjektionen. 


Zu den Versuchen iiber den EinfluB von Caseininjektionen auf den 
Proteinasengehalt des Kaninchenserums dienten fiinf Tiere, von denen 
drei intravenés und zwei subecutan behandelt wurden. Es wurde so vor- 
gegangen, daS iiber einen Zeitraum von 8 bis 12 Tagen zuerst der Proteinase- 
gehalt des normalen Serums bestimmt wurde. Dann erfolgte eine Injektion. 
Nach 3 Stunden wurde Blut entnommen zur Untersuchung. Dieser Zeit- 
punkt wurde gewahlt, um einen Versuch von Stepphuhn, Utkin-Ljubowzow 
zu wiederholen. Die Autoren untersuchten die Verschiebung des Serum- 
tryptasewertes nach Injektion von entfetteter Kuhmilch. Wurde das 
Serum von Kaninchen 3 Stunden nach der Injektion untersucht, so konnte 
ein Sturz der Tryptase festgestellt werden. Nach 24 Stunden sollten die 
Tryptasewerte wieder ausgeglichen und gewéhnlich hdher sein als die 
Anfangswerte. Wie schon erwahnt, wurde auch bei unseren Versuchen 
3 Stunden nach der ersten Injektion Blut entnommen. Bei zwei Tieren 
wurde nun weiter taglich Blut entnommen und gepriift. Am siebenten 
Tage wurde nach dem Beispiel der ersten Injektion Caseinlésung gespritzt 
und nach 3 Stunden Blut entnommen. Ebenso wurde am achten und neunten 
Tage verfahren. Nach einigen weiteren Injektionen, mit Blutentnahmen 
nach 24 Stunden, wurden die Versuche eingestellt. Die drei anderen Tiere 
wurden nach der beschriebenen ersten Injektion taéglich nach jedesmaliger 
Blutentnahme gespritzt. Am fiinften Tage wurde auch nach 3 Stunden 
Blut entnommen. Die Serumuntersuchungen wurden noch einige Tage 
fortgesetzt; dann wurde der Versuch beendet. 

Zur intravenésen Injektion wurden die Kaninchen Nr. 1, 7 und 8 
verwendet. Die Blutentnahmen erfolgten morgens. Die Injektionen 
wurden im Anschlu8 daran in die Ohrvene vorgenommen. 

Die Versuchsanordnung sei an Tier Nr. 7 genauer erlautert: Am 
6., 12. und 18. Januar wurde zur Untersuchung des Normalserums Blut 
entnommen. Am 18., nach der Blutentnahme, wurden 2 ccm 2°,,ige Casein- 
lésung in die Ohrvene gespritzt. Nach 3 Stunden wurde Blut entnommen, 
und die Entnahme wurde bis zum 26. Januar taéglich wiederholt. An diesem 
Tage wurden nach der iiblichen Blutentnahme 2 ccm 2”,iger Caseinlésung 
gespritzt, und nach 3 Stunden wurde Blut entnommen. Diese Operationen 
wurden am 27. mit 2ccem 2”,iger und am 28. mit 4cem 2°,iger Casein- 


lésung wiederholt. Am 29. Januar wurden nach der Blutentnahme 2 ccm 
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4° iger und am 30. 4ccm 4°, iger Caseinlésung gespritzt. Am 2. Februar 
wurde nochmals Blut entnommen und der Versuch beendet. 
Die Kaninchen Nr. 2 und 3 wurden subcutan behandelt. Die Be 


stimmung des normalen Proteinasengehalts des Serums erfolgte z. B. bei Tier 
Nr. 2 am 5., 12. und 13. Januar. Am 13. Januar wurden nach der Blut- 
entnahme 5ccm 2°, iger Caseinlésung subcutan injiziert, und nach 3 Stunden 
wurde erneut Blut entnommen. Am 14., 15., 16. und 17. wurden die In- 
jektionen unter taglicher Blutentnahme mit je 4 ccm 2° iger Caseinlésung 
fortgesetzt Am 19. Januar wurden nach der Entnahme 10 cem 4° iger 
Caseinlésung gespritzt; am 20., 21. und 22. wurde Blut entnommen und 
damit die Versuche beendet. 

Die Tiere zeigten wahrend des Versuchs kein auffalliges Gebahren. 
Einige von ihnen waren kurz nach den Injektionen ruhig und freBunlustig. 
Nur Tier Nr. 1 magerte stark ab und starb schlieBlich in der Nacht vom 
21. zum 22. Januar. 

Kaninchen Nr. l. 

Mannlich, intravenés mit Casein injiziert. Gewicht des Tieres am 

12. Januar 3,14 kg, am 17. Januar 2,86 kg. 





». Januar 
Januar 
Januar * 
Januar ** 
Januar ** 
Januar ** 
Januar ** 
Januar *** 
Januar 
Januar 


) 
13 
14 
) 
6 
Q 
20 
21 


Caseinspaltung |o97 196 17.1 16.2 15.2 21.6 21,3 20,3 185 15.2 18,3 18,7 
bei PH 8 | 


KigeneiweiB | 134404 116 123 9,0 7.9154 118 92 101 157 99 
bei pH4 | 


Caseinspaltung | 
nach Adsorption }290,0 23,8 25,6 16,9 18,4 19,8 24,3 26,2 20,3 24,6 26,8 21,5 

bei Pa 7 

* Am 13. Januar 2cem 2°/oige Caseinlisung intravenis. 3 Std. nach Injektion Blut- 

entnahme. 

** Am 14., 15., 16., 17. Januar je 2cem 2°/,ige Caseinlisung intravenis. 

*** Am 19. Januar 4ccem 4°/,ige Caseinlisung intravenés. 8 Std. nach Injektion Blut- 
entnahme. Am 21. bis 22. Januar Tier krank, in der Nacht zum 22. Januar gestorben. 


Kaninchen Nr. 7. 


Mannlich, intravenéds mit Casein injiziert. Gewicht des Tieres am 








12. Januar 2,86 kg, am 27. Januar 2,54 kg, am 1. Februar 2,51 kg. 
© nN x =) = ~ x 3 
Caseinspaltung bei Pqg3. 20,6 17,6 13,0 18,0 12,3 19,7 21,4 19,8 15,1 13,8 
Kigeneiweib bei po4. . 10,3123 86 116 78 124137 9,7 84 79 
Caseinspaltung nach Ad- 
sorption bei pa7. . . 24,0 27,5 33,0 34,0 25,7 29,6 31,6 26,9 28,0 34,4 


* Am 18. Januar 2cem 2°/,ige Caseinlésung intraveniis $} Std. nach Injektion Blut- 


entnahme. 
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26. Januar * 27. Jan 
Caseinspaltung bei py 3. 16.5 103 15,6 
Kigeneiweib bei pad. 99 8.6 10.3 
Caseinspaltung nach Ad- 
sorption bei pg7. . . 34,0 283 34,2 
* Am 26. und 27. Januar 2¢cm. 
* Am 28. Januar 4ccm 2° sige Caseinlisung in 
Blutentnahmen. 
+ Am 29. Januar 2cem 4°/ ige Caseinlisung intr 
++ Am 30. Januar 4ccm 4°/,ige Caseinlisung intr: 


Kaninchen 


uar * 


22,7 


5,6 


24,2 


traveno 


avenous 


avenos 


Nr. 8. 


‘ 
anuary7 


28. Januar ** 


Januar 


17.6 18,1 12,3 16,0 
1449 145 93 10,0 
80.6 29,8 31,3 25.7 

3} Std. nact ler Inje 


Februar 


21,5 
11,4 





Weiblich, intravenés mit Casein injiziert. Gewicht des Tieres an 
12. Januar 3,24 kg, am 27. Januar 2,89 kg. 
© N x > = - ~~] 
— = ~“ aN N 
Caseinspaltung bei px3. 14,5 11,9 | 159 19,4 | 11,2 | 15,1 | 19,1 


EigeneiweiB bei py 4 . 
Caseinspaltung nach Ad- 


“Il > 
th 


0 104 9.4 


16,2 


99 10,2 | 11,5 








sorption bei py 7 288 26,7 343 35.9 | 346 294 27,8 25,2 
Caseinspaltung bei p_3. 20,7 16,7 17,0 11.5 16,3 17,9 15,3 16,7 17,1 149 


FigeneiweiB bei py4. . 1 
Caseinspaltung nach Ad- 
sorption bei pa7 . 


* Am 18. Januar 2cem 2° 


** Am 26. und 27. Januar 2cem 2 
*** Am 28. Januar 4ccm 2° 
Blutentnahme 
+ Am 29. Januar 2 ccm 
++ Am 30. Januar 4cem 4 


irben 


31. Januar gest: 





32,6 34,9 24,7 


41 7,4 11,9 


ige Caseinlisung 


10,2 11,7 


25.7 29,1 
ige Caseinlésung intravenis 


ige Caseinlésung 


intravenos 


ige Caseinlisung intravends. 


113 6.2 


13,8 14,2 


25,9 34,5 33,4 27,3 


3 Std. nach jeder Inje 


Tier in der Nacht vom 30 


kti 


zun 





nui 


Cas 


bo 


KE 
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nach 
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dur¢ 
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dv 
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Kaninchen Nr. 2. 


Mannlich, subcutan mit Casein injiziert. Gewicht des Tieres am 12. Ja- 


nuar 2,5 kg, am 17. Januar 2,43 kg. am 21. Januar 2.52 kg. 





Januar ** 
Januar * 
Januar 


Januar 
Januar 
Januar * 
Januar ** 
Januar** 
Januar ** 


5 
12 
13 
1 
16 
14 

*) 


Caseinspaltung | 91 § 45.6 13.0 14,8 21.217.4 20,0 14.2178 184 15.4214 163 
bel Pu 8 | 


KigeneiweiB =| 119 5.9 102 10,7 13,7 11,.315.812.6 92 10.2 8.010812.7 
bel PH 4 J 

Caseinspaltung 

nach Adsorption / 27,9 19,8182 17,0/20,3 19,8 23,2.21,2 26,9 283 22.3 18,6 22.6 
bei PH 7 


Am 13. Januar 5cem 2°/,ige Caseinlisung subcutan $ Std. ‘nach Injektion Blut 
entnahme 
** Am 14., 15., 16. und 17. Januar je 4ccem 2° ,ige Caseinlésung subcutan 
*** Am 19. Januar 10cem 4°/9ige Caseinlisung subcutan. 3 Std. nach Injektion Blut 
entnahme. 


Kaninchen Nr. 3. 


Mannlich, subcutan mit Casein injiziert. Gewicht des Tieres am 
12. Januar 2,42 kg, am 17. Januar 2,37 kg, am 21. Januar 2,35 kg. 





* 
+ * * * * 
* * * * * * 

) oF y- © S. — - x‘ 

oo = — x nN a) 


Caseinspaltung 


bel py 3 | 229 15,0 16,3 24,6 20,8 14,7 18,6 15,8 14,1 15,9 17,0 12,8.17,7 


Kigeneiweib 


| ¢ ‘ ¢ ¢ P ¢ : . y* ( 
bei pa 4 (13,1 8,8 11,2 10,3 13,911,6 94136 86 9,8 10,211,9 9.9 


Caseinspaltung | 
nach Adsorption 28,0 2 


bei Pu / 


wn 
to 


25,3 28,3 19,7 23,2 20,2 25,7'22,.9 18,2 21,3'24,2 21,8 


* Am 13. Januar 5ecm 2° ,ige Caseinlésung subcutan } Std. nach Injektion Blut 
entnahme 
** Am 14., 15., 16. und 17. Januar je 4cecm 2 ige Caseinliésung subcutan 
*** Am 19. Januar 10cem 4°/,ige Caseinlisung subcutar 3 Std. nach der Injektion Blut- 


ntnahme 


Die Versuche mit den Tieren Nr. 7 und 3 werden wiedergegeben 
durch die Abb. 1 und 2. 


» 


Die Abb. 1 zeigt die Wirkung intravendéser Caseinzufiihrung, die Abb. 2 
die Wirkung subcutaner Caseinzufiihrung. Die Abszisse gibt die Versuchs- 
zeiten bzw. Daten, die Ordinate die Prozente der Eiwei8spaltung durch 
Serum. 
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Hierbei ist jeder Versuch so zu verstehen, da8 in ihm eine Substrat 
spaltung nach der iiblichen Methode iiber 20 Stunden ausgefiihrt wurde 


Die ausgezogene Kurve gibt die Caseinspaltung bei pu 7, d.h. die 


Spaltung des gefallten Caseins. Sie zeigt also die Trypsinmenge, die ge 
strichelte Kurve und die punktierte Kurve geben die Kathepsinmengen 


Und zwar zeigt die gestrichelte Kurve eine Caseinspaltung bei pu 3 und die 


punktierte Kurve die Serumautolyse. 


3 w 

» oe en eee nee eee oo wa ae 
is al Sie = ? Se ee ; — = ; 
OO ee ae oe = at : 


go iid 


























SS 6L 72. 8 79 20. é a2 a. “a a 4 é £8. 2 
Abb. 1. 
Kaninchen 7, mannlich. Intravenés mit Casein injiziert 
—— Caseinspaltung (nach Adsorption) bei py 7, - Caseinspaltung bei py 3, 
Serumautolyse bei py 4, Ei weifinjektion. 
ae 
c en 
> 
EN 
8 = 
3 = 
RY 
= 
SG 6. 7 18. 19 0 a1 a. 
Abb. 2. 
Kaninchen 3, mannlich. Subcutan mit Casein injiziert. 
—— Caseinspaltung (nach Adsorption) bei py 7, - — Caseinspaltung bei py, 3. 
Serumautolyse bei py 4, Eiweifinjektion 


Aus den Versuchen geht einwandfrei hervor, daB eine Beeinflussung 
sowohl des Trypsin- wie des Kathepsinspiegels durch das eingefiihrte 
EiweiB nicht vorhanden ist. 


2. Versuche tiber den EinfluB von Edestininjektionen. 
Der Einflu8 von Edestininjektionen wurde an drei Kaninchen 
untersucht, von denen eins intravenés und zwei subcutan gespritzt 
wurden. 


Nach Bestimmung des normalen Proteinasegehaltes des Serums 
wahrend einiger Tage wurde kurz nach der letzten Blutentnahme eine 
Edestinlésung (subcutan bzw. intravendés) injiziert. Das Serum wurde nun 
weiter taglich untersucht. Nach 5 Tagen erfolgte die zweite Edestin- 
injektion, die taglich, waihrend 5 Tagen, mit steigenden Edestinmengen 
und nach taéglicher Proteinasebestimmung wiederholt wurde. 

Die Tiere Nr. 12 und 13 wurden zur intravenésen Injektion heran 
gezogen. Der 4., 7. und 9. Februar dienten zur Untersuchung des Normal- 
serums. Am 9. wurden wie iiblich nach der Blutentnahme 2 ccm 2° ,iger 
Edestinlésung injiziert. Es wurde weiter taglich bis zum 14. Februar 
Blut entnommen. Am 14. und 15. wurden nach der Entnahme je 1 ccm, 
am 17. und 18. je 2 cem und am 19. und 20. je 4cem 2°, iger Edestinlésung 
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intravenés gespritzt. Nach einigen Tagen wurde das Serum nochmals 
untersucht und der Versuch beendet. 

Kaninchen Nr. 11 wurden die Edestinlésungen subcutan zugefiihrt. 
Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei den intravenésen Injektionen. 
Die Edestinlédsung war auch hier 2°,ig und gelangte in Mengen von 5 bis 
10cem zur Injektion. 

Die Behandlung blieb ohne EinfluB auf das Befinden der Tiere, deren 
Gewichte keine auBergewéhnlichen Schwankungen zeigten. 


Kaninchen Nr. 12. 


Mannlich, intravenéds mit Edestin injiziert. Gewicht des Tieres am 
8. Februar 3,38 kg, am 15. Februar 3,21 kg, am 21. Februar 3,27 kg. 





* * 
* * * * 
* . * > +4. +- 
ao a a Aj < 2 oS eo xs < | - <6 < 
B & e a = = = i a me i Ha & ra 
= = = = = = = =_ = — = -— = _ 
Y 2 cy 2 2 <= 2 <= — <— 2 © ~ ~ 
= x =. S _ N ar o 2 t- x a = “ 
= ~ = - ~_ _ ) i 


~~ e |16,8 20,6 21,4 19,6 10,9 16,8 19.8 22.6 15,6 19,3 22.1 24.0 13.8 18.2 
e He 


Rigeneiweib =| 7 4493107 5.6 8.912,3106104 7.6 9.712.615.1 92 83 
bei pu4 | 


Caseinspaltung 
nach Adsorption | 36,9 37,4 31,6 27,3 35,1 33,7 29,6,35,8 28,3 27,2 33,9 36,1 29,4 31,8 
bei Pa 7 


* 


Am 9. Februar 2eem 2°/,ige Edestinlisung intravenis 

*™ Am 14. und 15. Februar je 1 cem. 

*** Am 17. und 18. Februar je 2 ccm. 

+ Am 19. und 20. Februar je 4cem 2°/,ige Edestinlésung intravenis 


Kaninchen Nr. 13. 


Weiblich, intravenés mit Edestin injiziert. Gewicht des Tieres am 


9. Februar 2,77 kg, am 15. Februar 2,86 kg, am 23. Februar 2,90 kg. 





* . 
* * * * 
* * + * * + - 
ee _ co =_ — a a — — - _ _ — — 
a = x = xs = = = = oS < < 3 < 
Tv t > = - ™N 50) + . at x =: = Py 
- ~ - - = = x ai 


Caseinspaltung | 19 7.99.8 19.2 20.7 12.3 14,8 20,6 23.1 10,8 17,4 13.8 20,7 15,3 12,9 
bei py 3 | 


KigeneiweiB = | 199139148109 7.4 7.9 98114 62 88 9.413,8102 87 
bei pu 4 | 


Caseinspaltung | 
nach Adsorption /31,2 30,6 24,2 25,1 32,6 23,3 27,6 23,8 24,7 31,6 32,5 29,7 29,9 25,1 
bei pu 7 


* Am 19. Febtuar 2cem 2° ,ige Edestinlésung intravenis 
** Am 14. und 15. Februar je 1 cem 
*** Am 17. und 18. Februar je 2cem 
+ Am 19. und 20. Februar je 4cem Edestinlisung intravenis 


356 H. Kleinmann u. G. Scharr: 


Kaninchen Nr. ll. 


Mannlich, subcutan mit Edestin injiziert. Gewicht des Tieres an 
8. Februar 2,99 kg, am 15. Februar 3,14 kg, am 21. Februar 3,10 kg. 





. * 

. * * * * 

. * * 7 * * 
— - oO — ee — — — — — — _ = 
= a be in im & i & a a ij q be be 
7 S _- N a) _ is C x > = on 
= - a a - a Sy 


“ioe | 19,7 17,5 14,9 20,6 13,2 21,7 22,8 22,6 16,2 20,1 12,8 23,6 21,4 19.5 
el PHe 


Pgnewe® | 7,812.8 6.7134 56108 11,9124 12.2131 99141112 96 

el PH 

Caseinspaltung 

nach Adsorption /35,6 29,4 13,4 34,9 26,8 32,5 36,3 34,7 36,0 30,6 2 
bei PH 7 





,5 33,7 28,3 31,2 
* Am 9. Februar 5ccem 2° pige Edestinlésung subcutan. 


** Am 15., 17. und 18. Februar 5 cem, 
*** Am 19. und 20. Februar je 10cem 2° gige Edestinlisung subcutan. 


Die Versuche mit den Tieren Nr. 13 und 11 werden wiedergegeben 
durch die Abb. 3 und 4. 

Die Abb. 3 zeigt die Wirkung intravenéser Edestinzufiihrung, die Abb. 4 
die Wirkung subcutaner Edestinzufiihrung. Die Abszisse gibt die Versuchs- 
zeiten bzw. Daten, die Ordinate die Prozente der Eiwei8spaltung durch 
das Serum. 
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‘ Abb. 3. 

Kaninchen 13, weiblich. Intravyenis mit Edestin injiziert. 
—— Caseinspaltung (nach Adsorption) bei py, 7, — — Caseinspaltung bei p, 3, 
Serumautolyse bei py 4, Eiweibinjektion. 
a - — 
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D 
~ ——— — ~ 
8 a ons 
i + OD ESS Ree a 
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Abb. 4. 
Kaninchen 11, weiblich. Subcutan mit Edestin injiziert. 
—— Caseinspaltung (nach Adsorption) bei Py 7, ——— Caseinspaltung bei p, 3, 
Serumautolyse bei py 4, Eiweibinjektion. 


Hierbei ist jeder Versuch so zu verstehen, da& in ihm eine Substrat- 
spaltung nach der tiblichen Methode iiber 20 Stunden ausgefiihrt wurde. 
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Die ausgezogene Kurve gibt die Caseinspaltung bei pr 7, d.h. die 
Spaltung des gefallten Caseins; sie zeigt also die Trypsinmengen. Die 
gestrichelte Kurve und die punktierte Kurve geben die Kathepsinmengen, 
und zwar zeigt die gestrichelte Kurve eine Caseinspaltung bei px 3 und die 
punktierte Kurve die Serumautolyse. 

Aus den Versuchen geht einwandfrei hervor, daB eine Beeinflussung 
sowohl des Trypsin- wie des Kathepsinspiegels durch das eingefiihrte 
EiweiB nicht vorhanden ist. 


3. Versuch tiber den EinfluB von Pferdeseruminjektionen. 

Zur Verwendung gelangte steriles Pferdeserum in Ampullen, 
von Behring. Die Versuche wurden mit vier Tieren unternommen, 
von denen zwei intravenéds und zwei subcutan behandelt wurden. 

Die allgemeine Versuchsanordnung entspricht der bei den Edestin- 
versuchen: Nach Untersuchung des Normalserums iiber den Zeitraum 
einiger Tage wurde Pferdeserum injiziert und der Proteinasegehalt des 
Kaninchenserums 5 Tage lang gemessen. In den folgenden 4 bis 6 Tagen 
wurden diese Untersuchungen fortgesetzt, jedoch unter Einschaltung von 
taglichen Seruminjektionen in steigenden Mengen. 

Nach einigen Ruhetagen wurde den Tieren nochmals Blut entnommen 
und damit der Versuch beendet. 

Die Kaninchen Nr. 4 und 5 wurden intravenés gespritzt, so wurde 
z. B. Tier Nr. 4 am 18., 21. und 22. Februar zur Untersuchung des Normal- 
serums Blut entnommen. Am 22. wurde nach der Entnahme 1 cem Serum 
intravenos injiziert und das Serum weiter taglich bis zum 28. untersucht. 
An diesem Tage erfolgte nach der Blutentnahme Injektion von 1 cem Serum; 
ebenso am 1., 2. und 3. Marz. Am 4. und 8. wurden je 2 cem injiziert und 
damit die Serumbehandlung beendet. 

Am 12. wurde zum letztenmal Blut entnommen. 


Kaninchen Nr. 4. 
Mannlich, intravenés mit Pferdeserum injiziert. Gewicht des Tieres am 
22. Februar 3,53 kg, am 28. Februar 3,38 kg, am 8. Marz 3,14 kg. 





. 
. : 
& os I & | | 5 | | * . . * . 
| s 5 3 s 3 5 s s y ‘- r : = N 
on & a & be o a on 2 é i rm bh é =} 
+ = & <= £ = <= o- e = 2 = = = = 
_ — -_ _ P nd _— Pd _— _ = _ —_ — a - 
a - nN Al - Yo] 6 t- x -_ N os = x = 
- Nn NN N N N N 


Casein- | 
spaltung 
bei Pu 3 
Kigeneiweib | 93151101 88115 48 7,910,3 7,513,0 99 8,7 10,8 14,2 10,8 
bei po4 | 
Casein- 
spaltung | . 
nach 34,1 25,1 37,7 30,3 30,6 26,4 28,3 34,6 33,0 36,1 32,4/32,9 30,5 35,5 33.9 
Adsorption 
bei PH 7 
* Am 22. Februar nach Blutentnahme 1eccm Pferdeserum intraveniis 
** Am 28. Februar, 1., 2., 3., 4. und 8. Marz je 1cem Pferdeserum intravenis 


19,6 23,3 20,4 


15,2 23,6 21,0 13,0 13,4 9,3 11,9 14,5 17,4 16,0 23,7 10, 
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Kaninchen Nr. 5. 
Weiblich, intravenés mit Pferdeserum injiziert. Gewicht des Tieres am 
27. Februar 2,67 kg, am 28. Februar 2,73 kg, am 8. Marz 2,40 kg. 





* 
. * 

_ = - _ - - - ~ = > bf 
— - = = — = = - * * * * * 
s S s Ss $ s S « « * * : . . 
& = e a Pa e ra S N N N N N N 
ee es x is oy es xe x x = = = = = = 
x _ nN A) ro] =) ies x _ nN oo ~ x “ 
- N N ™ N N : N = 


Casein- | 
spaltung 
bei pu 3 


18,6 20,4 16,7 19,4 11,1 12,9 11,6 18,0 15,6 20,7 14,5 19,0 10,7 22,1 19,9 


‘igeneiweil | 8613.9 6.7 13.5 13.4 10.2 6.5 13,0 10,4 11,7 7,0 9.6 6.2 11.2 12.4 
bei Pad | 
Casein- 
spaltung 
nach 
Adsorption 
bei pu7 





29,4 22,6 35,5 35,1 29,1 32,8 29,4 25,4 31,7 32,8 23,0 25,8 37,2 25,7 28,7 





* Am 22. Februar nach Blutentnahme 1 ccm Pferdeserum intravenis 
** Am 28. Februar, 1., 2. und 3. Mirz nach Blutentnahme je leem Serum 
*** Am 4. und 8. Marz je 2ccm Pferdeserum intravenis. 


Kaninchen Nr. 6. 
Mannlich, subecutan mit Pferdeserum injiziert. Gewicht des Tieres am 
27. Februar 2,94 kg, am 28. Februar 2,88 kg, am 8. Marz 2,53 kg. 





* 
. * 

- oS ~ = _ a _ C 4 : e . 
= = = = = = = =) a * * * * * 
a = s s = = = = Poa . . . * * 
bes £ ra a a ra a = ra Ss N N N N N 
x6 ~ x x iS =) x - N os x ot] 
-- N 1 A _ = A ™ n 


Casein- | 
spaltung 
bei py 3 


14,2 12,1 21,6 11,1 18,4 20,4 17,7 14,9 19,7 13,7 20,5 11,3 13,4 23,6 17,8 


RigeneiweiB | 93102 9.7 86 56114 12,7 7,010,811,5 6,2 10,7 10,3153 86 
bei py 4 | 
Casein- 
spaltung 
nach os 34,6 33,8 23,4 37,5 29,7 30,1 22,5 32,4 29,8 27,8 36,5 21,9 33,7 30,5 





Adsorption 
bei pa7 
* Am 22. Februar 2cem Pferdeserum subcutan. 
** Am 28. Februar, 1. und 2. Marz je 2cem subcutan 
*** Am 3., 4. und 8. Mirz je 4cem Pferdeserum subcutan. 


Die Tiere Nr. 6 und 15 erhielten Pferdeserum subcutan injiziert. Die 
Anordnung der Versuche war die gleiche wie bei den anderen Tieren. Es 
wurden Mengen von 2 bis 4ccm Pferdeserum subcutan injiziert. 

Die Kaninchen reagierten deutlich auf die Injektionen. Sie zeigten 
FreBunlust, auch traten bei einzelnen von ihnen Lahmungserscheinungen 
auf, die jedoch schnell voriibergingen. Tier Nr. 15 fra vom 2. Februar ab 
iiberhaupt nicht mehr und starb in der Nacht vom 4. zum 5. Marz. 
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Kaninchen Nr. 15. 


Weiblich, subcutan mit Pferdeserum injiziert. Gewicht des Tieres am 
21. Februar 3,45 kg, am 1. Marz 3,10 kg. 








* 
* * 

— F - _ bed ° 

= = | = = a x a * * * * 

= = bo = = = = -| * * * * 

Ke be a iB & a be a N N N N 

x es x & ihe & es i = = = = 

x _- Nn oF 7 c = t x - N oD + 
- Nn >) >] N N N ™ N 


Casein- 
spaltung 
bel pu 3 


17,4 20,9 12,6 15,1 20,2'16,3 22.4 11,6 17,4 17,5) 12,7) 13,5) 17,7 


KigeneiweiB 
bei PH 4 
Casein- 
spaltung 

nach 

Adsorption 
bei PH 7 


| 
62/119! 7.0 9.7 15.7 94138 7.9 9.9 13.8109 5.0 74 


32.7 35.1 26.7 26.8 24.5 29.2 30.9 25,5 30.4 30.4 31.4 38,5 35.1 


* Am 22. Februar 2cem Pferdeserum subcutan 
** Am 28, Februar, 1. und 2. Miirz je 2cem 
*** Am 3. und 4. Mirz je 4ccm Pferdeserum subcutan. Tier in der Nacht vom 
5. Mirz gestorben. 


es 
N 


Die Versuche mit den Tieren Nr. 5 und 6 werden wiedergegeben durch 
die Abb. 5 und 6. 
Die Abb. 5 zeigt die Wirkung intravenéser Pferdeserumeinfiihrung, 


die Abb. 6 die Wirkung subcutaner Pferdeserumeinfiihrung. Die Abszisse 
gibt die Versuchszeiten bzw. Daten, die Ordinate die Prozente der EiweiB- 
spaltung durch das Serum. 








Abb. 5. 
Kaninchen 5, weiblich. Intravenis mit Pferdeserum injiziert 
Caseinspaltung (nach Adsorption) bei Py 7; - Caseinspaltung bei Py 3 
Serumautolyse bei py, 4, Eiweibinjektion 
: Yr —- a 7 — —] ———— - 2 ay r — —y 
——— | | , 
| 4 | | A 
20 ~ ——= _: > } re ee as 
a —— i 
a oe en — er ht 
10 ecawmms ioe pa SE aw to a on — | . 
78.1. 2. 2. 2&8 24 2 £6. a2 2b. 1 HT. é 3 4g é / 
Abb. 6. 
Kaninchen 6, mannlich. Subcutan mit Pferdeserum injiziert 
——— Caseinspaltung (nach Adsorption) bei p, 7 — Caseinspaltung bei py 
Serumautolyse bei py, 4, Eiweibinjektior 
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Hierbei ist jeder Versuch so zu verstehen, daB in ihm eine Substrat 
spaltung nach der tiblichen Methode tiber 20 Stunden ausgefiihrt wurde 


Die ausgezogene Kurve gibt die Caseinspaltung bei py 7, d.h. die 


Spaltung des gefallten Caseins; sie zeigt also die Trypsinmenge. Die ge 
strichelte Kurve und die punktierte Kurve geben die Kathepsinmengen 
und zwar zeigt die gestrichelte Kurve eine Caseinspaltung bei px 3 und dir 
punktierte Kurve die Serumautolyse. 

Aus den Versuchen geht einwandfrei hervor, daB eine Beein 
flussung sowohl des Trypsin- wie des Kathepsinspiegels durch das ein- 
gefiihrte EiweiB nicht vorhanden ist. 


C. Zusammenfassende Bespredhung. 

Die vorliegenden Versuche zeigen zunachst, daB die bei den voran- 
gehenden Arbeiten tiber Gewebsproteasen I bis IX angewandten Me- 
thoden besonders zweckmaBig fiir das Studium der Frage eines Auf- 
tretens von Abwehrfermenten zu verwenden sind. 

Die angewandten Methoden erlauben, die in normalem Serum vor- 
handenen Proteinasen Kathepsin und Trypsin zu messen und damit 
die Schwankung des Fermentspiegels zu verfolgen, wenn kérperfremdes 
EiweiB in den Organismus eindringt. Des weiteren erméglicht es dis 
Methodik, dadurch, daB Casein in Gegenwart von Serumeiweif}S unbeein 


fluBt beobachtet werden kann, zu unterscheiden, ob eine allgemeine 


Wirkung auf die Menge der in normaler Weise vorhandenen Proteinasen 
zu beobachten ist, oder ob neue, spezifische Fermente, z. B. gegen 
Casein gerichtete, auftreten. 

Die quantitative Bestimmung des Serumkathepsin ergab sich 
unmittelbar aus der Anwendung der bisher verwandten Methodik 
Das Serumkathepsin wurde auf zwei verschiedene Weisen bestimmt 
Einmal durch Caseinspaltung im Serum bei px 3, zweitens durch 
Serumautolyse bei py 4. Fiir die Bestimmung des Trypsins im Serum 
wurde die Methode der Caseinfallung im Serum fiir quantitative Zweck« 
ausgearbeitet. Der EinfluB der Verdiinnung, der Caseinkonzentration 
und der Zahl der Adsorptionen auf die Trypsinadsorption wurde ge- 
prift. Es wurde schlieBlich eine Methode angegeben, die es erlaubt 
das Serumtrypsin quantitativ zu erfassen. 

Mittels dieser Methoden wurden normale Kaninchen hinsichtlich 
ihres Fermentspiegels gepriift. Es zeigte sich, daB der Fermentspiege! 
des Serums sowohl an Kathepsin wie an Trypsin auBerordentlich 
konstant war. Er schwankte, gemessen an EiweiBumsatzen, um einen 
durchschnittlichen Wert nicht mehr als um 5°, fiir Kathepsin 
und um 7°! fir Trypsin. Der Fermentspiegel wurde auch da 


1 Diese Werte wurden als Durchschnittszahlen aller einzelnen Versuchs- 
analysen errechnet. 
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durch nicht beeinfluBt, daB die Tiere nach einer Niichternzeit von 
etwa 14 Stunden oder gegensatzlich nach Fiitterung untersucht wurden 

Es wurden dann den Tieren EiweiBlésungen von Blutaziditat 
parenteral eingefiihrt. Es wurden Lésungen von Casein, Edestin sowie 

ferdeserum angewandt. Die Einfiihrung erfolgte bei einem Teil der 
Tiere subcutan, bei einem anderen Teil intravenés. Es wurde die 
Wirkung einmaliger EiweiBeinfiihrung tiber Stunden, Tage und Wochen 
sodann die Wirkung taglich wiederholter EiweiSeinfiihrungen gepriitt 

Alle Untersuchungen gaben das gleiche Bild, daB die EiweiBein 
fihrung den Fermentspiegel des Serums praktisch unbeeinfluBt laBt 
Selbst vor dem Tode im anaphylaktischen Schock zeigten die Tiere 
keine wesentliche Anderung des Serumfermentspiegels. Die Schwan- 
kung im Spiegel des Kathepsins bewegte sich innerhalb einer Zeit von 
14 bis 18 Tagen um eine Abweichung von 7 Kiweibspaltung 
maximal vom Durchschnitt!. Fir Trypsin betrug die Schwankung 
in der gleichen Zeit um 8°, Abweichung vom Durchschnitt! 
Diese sehr geringen Schwankungen iibersteigen praktisch nicht dic 
normalen Schwankungen. 

Es kann daher zusammenfassend aus unseren Versuchen geschlossen 
werden, das die Einfiihrung kérperfremden EiweiBbes beim Kaninchen 
unter den von uns angewandten Bedingungen weder zu einem Auftreten 
spezifischer Abwehrfermente fiihrt, noch den normalen Spiegel der 
Serumproteinasen Kathepsin und Trypsin beeinfluBt. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft angestellt. 


1 Diese Werte wurden als Durchschnittszahlen aller einzelnen Ver- 
suchsanalysen errechnet. 


Eine jodometrische Mikromethode zur Bestimmung der Chloride. 


Von 


N. Berend. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Pazmany Péter-Universitat, 
Budapest.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1932.) 


Samtliche Chloridbestimmungen griinden sich auf die Schwerlislich- 
keit des Silberchlorids in Wasser. Der Silberchloridniederschlag kann 
nach vorhergehendem Trocknen auch gravimetrisch bestimmt werden, 
doch werden aus Bequemlichkeitsgriinden die titrimetrischen Verfahren 
haufiger angewendet. 

Ich beschreibe im folgenden ein Verfahren, das schnell ausfiihrbar 
ist, bei dem die Titration in einem ungetriibten Medium vor sich geht 
und das dabei sechsmal empfindlicher ist als die bisher gebrauchten. 
Die Chloride werden mit gemessener, iiberschiissiger Menge Silber- 
nitrat gefallt. Das AgCl lést sich bei 18° zu 1,34 mg in 1000 cem Wasser 
(Kohlrausch und Rose, 1905), im Bestimmungsvolumen (10 cem) zu 
0,0134 mg. Die Léslichkeit des AgCl wurde aber durch Zugabe von ver- 
diinnter Salpetersiure und 20 Vol-°,, absolutem Alkohol] unter 0,001 mg 
herabgesetzt. Der Alkohol vermindert namlich die Léslichkeit des 
AgCl — wie die Tabelle I zeigt — betrachtlich. In dieser Weise 
kann eine Lésung mit tiberschiissigem AgNO, véllig chlorfrei gemacht 
werden. Des weiteren benutzte ich den Umstand, da8 Silberjodat in 


Tabelle I. 





g in 1000 cem 


H,0 Anmerkung Nach 
Ag(Cl 0.00134 Neutral 18° 
AgCl 0,0003 Uberschu8 von Ag. Kohlrausch und Rose 
AgCl 0,04 . 10-5 In verdiinnter HN Os 
Ag Cl 1,7.10—-18 In Methylalkohol | 
Ag Cl 1,6.10—14 Athylalkohol I. Neustédt 
AgJOs 0,008 Neutral 25° 
AgJ Os 0,014 0,125 n HNO, | 
AgJOs 0,016 0,250 n HNO, Hill und Siemons 
AgJOs; 0,023 0,500 n HNO, 
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Wasser und in verdiinnter Salpetersiure schwer léslich ist. Das Silber 
kann aus einer 20 Vol. °,, absoluten Alkohol enthaltenden verdiinnten 
HNO,-Lésung mit UberschuB von KJO, véllig gefaillt werden. Im 
Filtrat kann das tiberschiissige K JO, nach Zugabe von KJ (die Lésung 
ist geniigend sauer) jodometrisch bestimmt werden. 

KCl + AgNO, (UberschuB) AgCl (unldslich) + KNO,, 

AgNO, + KJO, rs Ag JO, "= + KNO,, 

KJO, + 5KJ + 6HNO, = 3H,0O + 6KNO, + 6J. 

Aus der Gleichung ist ersichtlich, daB jedem Cl-Atom bei der 
Titration sechs Jodatome entsprechen, wodurch bei dem Gebrauch 
von Lésungen gleicher Normalitaét dieses Verfahren sechsma) empfind- 
licher ist als das von Volhardt. 

Wie die in Tabelle I] angegebenen Léslichkeitsverhaltnisse zeigen, 
wachst die Léslichkeit des AgJO, mit der Salpetersiurekonzentration. 
Die Lésung mu aber sauer reagieren, da in neutraler Lésung sich 
auch andere Silberverbindungen (Sulfat, Phosphat, Carbonat und 
Purinverbindungen) ausscheiden. Darum muBte die optimale HN O,- 
Konzentration gefunden werden, bei der Ag,SO, und Ag,PQ, léslich 
und das AgJO, ganzlich unldslich bleibt. 

Zu einem Gemisch von 100 mg K,SO, und KH,PO, wurde | ccm 
n/l00 AgNO,-Lésung gegeben und dann tropfenweise n/l0 HNOs,, 
bis der entstandene Niederschlag wieder verschwunden war und sich 
auch nach Zugabe von 20 Vol.-°,, Alkohol nicht mehr ausschied. Auf 
diese Weise fand ich, daB SO,- und PO,-lonen keine Stérung ver- 
ursachten, wenn 1000 cem der AgNO,-Lésung 25 ccm konzentrierte 
HNO, enthalten. Bei dieser Saurekonzentration kann aber, wie 
Tabelle IT und III zeigt, das Silber mit K J O, quantitativ gefallt werden. 


T abe Lhe Il. 





Die Lisung enthielt 0.377 mg Silber 


Nr Reaktion _ Ab- 
n/l0 KJ Og | n/100 Na2S,03  Agmg eichung Entspricht Cl in 7 

1 Neutral 3,6 1,52 0,373 -4 +13 
9 K 3,6 1,53 0,371 6 + 2.0 
3 3,6 1,55 0,366 — 11 + 3.7 
4 i 3.6 1,55 0,366 — 11 + 3,7 
5 leemn/10 HNO, 3,6 1,48 0,380 +3 —1 
6);1 , 2/10 , 3,6 1,45 0,385 8 2.7 
71 n/l0 , 3,6 1,47 0,382 +5 1,7 
Silt. a0 . 3,6 1,46 0,384 +7 2,3 
9 | 2cem n/1O HNO; 3,6 1,47 0,382 +5 1,7 
10 2 n/10 ,, 3,6 1,46 0,384 +7 2.3 
11/5 . n/10 a 3.6 1,50 0,377 
12 || 5 n/l0 , 3,6 1,48 0,380 +3 1,0 


Mittelwert: | 0,378 1,6 
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Tabelle III. 





Reir In Anwes SO, PO, 

Nr 

N S.0) ( Nao Ss. 0 ( 
1 1.85 0.059 1.85 0.050 
2 1,90 0,053 1,88 0,052 
4 1.81 0.048 1.91 0.054 
4 1.51 0.048 1.85 0,050 

Mittelwert : 0.0498 0.0516 
5 3,25 0.1853 3.29 0.1876 
6 S25 0.1853 3.26 0.1859 
7 3 31 0.1888 3.26 0.1859 
S » 24 0.1847 3,54 0.1912 

Mittelwert: 0.186 ‘) 187 


Wenn die Lésung stark sauer reagiert (nach der Oxydation organi 
scher Substanzen), muB durch Zugabe von Na-Acetat oder -Citrat 
in Substanz gepuffert werden. Durch Umwandlung des Ag JO, zu Ag.J 


kann kein Fehler entstehen, da das AgJ in Wasser noch schwerer 
loslich ist. Einen Fehler verursachen Verbindungen, die das KJO, 


zu KJ reduzieren. Bei biologischen Bestimmungen kénnte an Zucker 
gedacht werden, doch wird KJQO,, wie Tabelle IV zeigt, in schwach- 
saurer Lésung nicht angegriffen. 


Tabelle IV 





‘em {100 Na, S20, Mittel- 
+ wert 
6.00 — 6.04 6.02 leem 0,06 KJO; + 3/4 g Dextrose 
3 Min. Kochen’ 6,06 — 6,04 6,05 leem 0,06 KJO,; + 4/,¢ 
” «ws . 6,00 — 6,00 6,00 leem 0,06 KJO; + Yeg 
10 . 2 6,02 — 5,98 6,00 1 cem 0,06 KJ O, + ¥/, g 
1, Std. stehen 6,02 — 6,02 6,02 | leem 0,06 KJO,; + 32g " 

a - 5.99 — 6,91 6,00 leem 0,06 KJO, + 4/4 ¢ 

i, » " 5.99 — 6.01 6,00 leem 0,06 KJO, + 3/,¢ 
Ausfiihrung der Bestimmung. 

Reagenzien. l. 0O0Oln AgNO, (1.6993 ¢ AgNO, 25cem konz 
HNO, in 1000 cem Wasser). 2. KJO, 0,06 n (2,140 ¢ KJQO, in 1000 com 
H,O). 3. Na,S,O,; 0,.0ln. 4. KJ 10°,. 5. Starke 1 

In einen MeBzylinder von 10 cem Inhalt wird von der zu untersuchenden 
Lésung so viel eingemessen, daB die Menge der Chloride ungefahr 0,2 mg 
betragt. Die Lésung wird eventuell neutralisiert. Danach werden 1 cen 


Silbernitrat (L6sung 1) und 2cem absoluter Alkohol hinzugegeben, ge 


schiittelt und 2 bis 3 Minuten stehengelassen. Erwarmen ist iiberfliissig 
durch Schiitteln kann die Ausscheidung des AgCl beschleunigt werden 
Nach 3 Minuten wird 1 ecem KJ O, (L6sung 2) hinzuzegeben, stark geschiittel' 








al 
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ind 5 Minuten stehengelassen. Dann wird bis zur Marke aufgefiillt, 
filtriert und ein Teil des Filtrats genau abgemessen, mit Wasser ver- 


diinnt. dann icem KJ hinzugegeben und das freigewordene Jod mit 
Na,S,O, in Anwesenheit von Starke titriert. 
Die Berechnung der Ergebnisse wird nach folgender Gleichung aus- 
getiihrt 
X KCl a AgNO, XAgCl a X) AgNO XKNO.,, 
l X ) Ag NO h KIO “ X Ag JO b “a X KJO 
(a X) KNO,, 
aus (6b a X) K JO. wird 6 (6b a X) Jod frei. 
Am einfachsten ist die Berechnung, wenn 6 a, wenn also die Menge 
des Ag NO, gleich der Menge des K.J©., ist In diesem Falle wird 6 XN Jod 
frei. leem n/1l00 Na ,S,O entspre¢ hen dann 0,355/6 0,059 meg Chlor 


In Tabelle V sind einige Bestimmungen angegeben, aus denen die 
Empfindlichkeit und Genauigkeit der Methode ohne weiteres ersichtlich 
ist. Der mittlere Fehler wurde aus den Angaben der Tabelle V nach der 
Methode der kleinsten Quadrate berechnet und _ betragt 0,001 mg 


Tahe lle V. 





0.1018 mg Chlor Al 0,1624 mg Chlor Ab 

NI Ve hung N Ve I £ 

n/100 Nag S,0 Cl mg n 100 Nag Se Os Cl mg 
1 1,65 0.1038 + 2,0 1 2,77 0.1634 +- 1,0 
2 1,69 0.1062 -44 2 2.76 0.1628 + 0.4 
3 1,67 0.1050 1. 32 3 2.75 0.1623 0.1 
4 1,66 0,1044 + 2.6 2,75 0.1623 0,1 
5 1,62 0.1021 + 03 5 2.84 0.1676 5,2 
6 1.61 0.1015 03 6 2.78 0.1640 + 1.6 
7 1,66 0,1044 2.6 7 2.72 0.1605 1.9 

Mitte'wert: 0.1039 +21 Mittelwert : 0.1637 +13 


Zusammenfassung. 

Die Chloride werden mit iiberschiissigem AgNO,, das letztere mit 
iiberschiissigem KJO, gefallt. Im Filtrat wird das tibriggebliebene 
KJO, bestimmt. Das Verfahren wird in ungetriibtem Medium aus- 
gefiihrt und ist sechsmal empfindlicher als die bisher gebrauchten. 
Der mittlere Fehler betrigt —- 1 y. 


Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. G. Farkas 
ausgefiihrt. Fiir seine Ratschlage bin ich ihm zu groBem Dank verpflichtet. 





Die Wirkung einiger Inkrete 
auf die Dehydrierung der Fette im Darm. 


Von 
N. Berend. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Pazmany-Universitaét Budapest.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1932.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In vorhergehenden Mitteilungen wurde berichtet, daB durch Ein- 
wirkung von Galle und Pankreassaft und Tristearin dialysable Ver- 
bindungen entstehen, die nach ihrem chemischen Verhalten fiir vierfach 
ungesattigte Fettsiuren gehalten wurden. Die alkalische Reaktion 
der Galle spielte dabei eine Rolle. Des weiteren wurde gezeigt, da 
wahrend der Fettresorption die Menge der stark ungesattigten Fett- 
siuren im Blute ansteigt, bis andere Nahrungsmittel unwirksam sind. 
Diese Ergebnisse stimmen mit den Angaben von Leathes, Hartley, 
Joannovits und Pick, Rosenbach, Lombroso usw. (1907 bis 1931) gut 
iberein. Da der Fettstoffwechsel durch mehrere Inkrete reguliert wird, 
untersuchte ich: ob diese auf den erwahnten Desaturationsvorgang 
in vitro wirken kénnen. 

Methodik. 
Versuch 1. 


Die Kontrollhiilsen enthielten ein Gemisch von Galle, Pankreassaft 
und Stearin. Die Galle wurde fiinffach verdiinnt. Der Pankreassaft wurde 
aus frischem Rinderpankreas bereitet. Das Pankreas wurde von dem an- 
haftenden Bindegewebe gereinigt, gewogen, dann zerhackt und mit der 
gleichen Gewichtsmenge Wasser unter 25 Atm. Druck ausgepreBt. Zur 
Dialyse verwandte ich Diffusionshiilsen von Schleicher und Schill, Nr. 579, 
deren Durchlassigkeit vorher gepriift wurde. Die Dialyse wurde gegen 
100 cem stehenden Wassers ausgefiihrt. Taglich wurden 50 ccm der AuBen- 
fliissigkeit abgehoben und der Riickstand auf 100 erganzt. Die Bestimmung 
der stark gesattigten Sauren wurde nach der Methode von Tangl (1930) 
ausgefiihrt. 

Es wurde die Wirkung von Pulv. Thyreoideae, Thyroxin, Extr. Ovarii, 
Testis und Hypophysis untersucht. Die Ergebnisse sind in der Tabelle I 
und Abb. 1 und 2 zusammengefaBt. 
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Tabelle I. 





Triarachidonat in mg Gesamt-Triarachidonat in mg 
Dialysiert wurde Tage Tage 
1 2 3 4. 1 2 3 4 

Kontrolle ..... 0,29 | 1,10 | 2,05 283) 0,29 1,39! 344) 6,27 
[hyreocidea .... 1,05 1,23 | 2,00 4,87 1,05 | 228 | 4,28 | 915 
be 0,90 0,84 1,02 4,23 0,90 1,74 2,76 6,99 
Ovarium...... 0,29 1,28 | 1,68 | 467. 0,29 | 1,57 | 325 7,92 
eae 1,33 0,90 0,47 2,78 1,33 2.23 2,70 5,48 
Hypophisis. . ... | 0,40 0,80 2,29 222 | 040); 1,20 | 3,49 5,71 














Abb. 1 Abb. 2 


In den Abbildungen sind fiir jede Diffusionshiilse zwei Kurven an- 
gegeben. Die eine gibt die Tagesmenge, die andere die Gesamtmenge 
Triarachidonat an. Wie aus den Angaben ersichtlich ist, weisen die 
Versuchshiilsen gegeniiber den Kontrollhiilsen wesentliche Unterschiede 
auf. Vermindernd wirkten Testis und Hypophysis, wahrend Thyreoidea, 
Thyroxin und Ovarium die Menge des Triarachidonats vergréBerten. 


Versuch 2. 


Die Kontrollhiilsen enthielten alle Galle, Pankreas und Stearin, die 
Versuchshiilsen auBerdem noch Thyroxin, Synthalin oder Insulin. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle IIT und Abb. 3 und 4 zusammengefaBt. 

Thyroxin und Thyreoidea erhéhten die Triarachidonatmenge, Insulin 
und Synthalin blieben unwirksam. 

Das Insulin hat, wie aus den Untersuchungen von Hepner und Wagner 
(1927), Tangl (1931) usw. ersichtlich, einen groBen Einflu8 auf den Fett- 
stoffwechsel und auch auf die stark ungesa&ttigten Séuren. Diese Wir- 


368 N. Berend: 


Tabelle 11. 














rriarachidonat in mg Gesamt-Triarachidonat in mg 
Dialysiert wurde Page lage 
1 2 4 1 2 4 
Kontrolle . . 0,74 1,77 | 2,25 144 0,74 2,51 4.76 6,20 
Thyroxin ..... 0,64 294 464) 1,75) 064 358 | 822 9,97 
Synthalin ...../)| 0,50; 1,44) 83,12 0,82 0,50) 1,94) 5,06) 5,88 
Thyreoidea . ee 0,59 2.16 4.77 1,37 0,58 2.75 1,05 S89 
Ingulin. . ... : 0,37 2,00 1.99 1.98 0,37 2,37 1.36 6,34 
ind f 
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Abb. 3. Abb. 4 


kung konnte aber in diesen Modellversuchen nicht reproduziert werden 
Die Erklarung dieser Tatsache ist nicht der Umstand, da8 der Pankreas 
saft das Insulin zerstért, da das insulinartig wirkende, aber von dem 
Pankreassaft nicht angreifbare Synthalin gleichfalls unwirksam ist. 


Besprechung. 

Das Dehydrierungsvermégen der Darmfliissigkeiten wurde zuerst 
von Winternitz (1903) bemerkt. Er berichtete, daB bromierte Fette 
einen Teil ihres Bromgehaltes schon vor der Resorption in dem Darm 
verlieren. Die Inkretwirkung bietet darum einiges Interesse, weil es 
einige scheinbare Unterschiede gegen die in vivo-Wirkung aufweist 
So ist, wie erwahnt, Insulin und Synthalin unwirksam. Nun hat Insulin 
wie von Tangl (1931) festgestellt wurde, einen groBen EinfluB auf 
die Menge der stark ungesittigten Sauren im Blute im normalen 


wie im diabetischen Organismus. Im letzteren Fall wird durch Insu- 
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in, wie ich nachweisen konnte, die Uberschwemmung des Organismus 
nit Reservefett aufgehoben. Insulin ist im Organismus Fettbildner 
vihrend auf Einwirkung von Thyroxin Fettabbau stattfindet. Nun 
scheinen nach der Ansicht mehrerer Autoren die stark ungesittigten 
Siuren ein intermedidires Produkt des Fettstoffwechsels zu bilden, 
ind dadurch mu jede Einwirkung, die Fettabbau erzielt, die De 
vdrierung erhéhen, wahrend die Fettdepositoren (Insulin) bei normalen 
Verhaltnissen gegen die Dehydrierung wirken miissen. Bei der ver 
wendeten Versuchsanordnung kénnen nur die Inkrete wirksam sein, 
lie Fett abbauen kénnen. Dies ist nun bei Thyroxin der Fall, das die 
Desaturation deutlich férdert, wahrend Insulin gegen die Kontroll 
keinen Unterschied aufweist. 


Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. G. Farkas 
,usgetiihrt. Fiir seine Ratschlage bin ich ihm zu groBem Dank verpflichtet 
Zusammenfassung. 


Extr. Thyreoideae und Ovarii vergréBern die Triarachidonat 
bildung in vitro. Insulin und Synthalin sind unwirksam. 
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Chemische Verinderung des Blutes wihrend der Konservierung. I. 


Von 
S. Balachowsky, F. Ginsburg, R. Farberowa, T. Palitzina und S. Rzihina. 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des Instituts fiir Blutforschung 
und Transfusion, Moskau.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Zweck der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der 
chemischen Veranderungen, die das bei niedriger Temperatur und volliger 
Asepsis konservierte Blut erleidet. Bekanntlich scheitert 6fters die 
Bluttransfusion in Notfallen an der Schwierigkeit, einen Spender zu 
finden. Durch eine geeignete Konservierungsmethode kénnte diese 
Schwierigkeit vollstandig beseitigt werden. 

Systematische Untersuchung der bei der Blutkonservierung auftre- 
tendenVeranderungen sind unseresW issens bisher nicht ausgefiihrt worden. 

In der Literatur findet man Angaben iiber einzelne Versuche, in Glucose- 
lésungen konservierte Blutkérperchen [Peyton Rurs(1)] oder Vollblut 
[Bielenky (2)|} zu transfundieren. Andererseits beobachtete Perlmann (3) 
unter diesen Bedingungen eine Abnahme des Glucosegehalts, Schwan- 
kungen der Senkungsgeschwindigkeit der Blutkérperchen und Besténdigkeit 
des Albumin-Globulinverhaltnisses. 

‘1. Stabilisatoren. 

Die erste Schwierigkeit, die wir zu tiberwinden hatten, bestand in 
der Wahl eines geeigneten Antikoagulanten. Der Citratzusatz bedingt 
lediglich eine voriibergehende Stabilisierung: oft erfolgt nach 3 bis 
4 Tage langem Stehen eine teilweise Koagulation (Bildung von Fiden, 
Flocken usw.), besonders stark ausgesprochen im Hundeblut, weniger 
im Menschenblut. Es war daher aus theoretischen Griinden interessant, 
die Wirkung des Citrats mit derjenigen des Fluorids und Oxalats zu ver- 
gleichen. Es erwies sich, daB unter sonst gleichen Bedingungen die Koa- 
gulation in Gegenwart dieser Stoffe ungefahr zur gleichen Zeit auftritt 
Bemerkenswert ist ferner, daB die Erhéhung der Citratkonzentration 
bis auf 6% (gewoéhnlich wird 0,2 bis 0,5°% angewandt) keinen Einflu& 
auf die Stabilitat des Blutes ausiibte; das einzige Ergebnis einer solchen 
Konzentrationserhéhung war eine Beschleunigung der Hamolyse. 

Eine Reihe von Vorversuchen zeigte, daB beim Trocknen von Citratblut 
(im Vakuum und bei niedriger Temperatur) die Koagulation bedeutend 
schneller eintritt. Deshalb schien es uns wahrscheinlich, dals beim Ver 


diinnen des Blutes dessen Stabilitét bedeutend zunehmen muB. Der Ver- 
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such bestatigte diese Voraussetzung vollstandig. Als unsere Arbeit bereits 
beendet war, erfuhren wir. daB Cruchet (4) bei seinen Transfusionsversuchen 
mit heterogenem Blut das letztere mit physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnte. Wenn auch dieser Forscher bei seinen Versuchen kein kon 
serviertes Blut verwandte, sondern nur durch Verdiinnen die Reaktion zu 
vermindern suchte, sind doch seine Versuche auch fiir unseren Fall insofern 
von Interesse, als es auch uns schlieBlich gelang, die Reaktion nach der 
Transfusion zu vermindern. Dies geht aus den sehr guten Erfolgen hervor, die 
von Dr. Wladosund von Dr. Arutiinow im hiesigen Institut bei einer klinischen 
Priifung der Blutkonservierung nach unserer Methode erhalten wurden. 

In der vorliegenden Arbeit bringen wir die Resultate, welche mit 
dem einen unserer Verfahren zur Blutkonservierung erhalten wurden 
Die Versuche wurden folgenderweise ausgefiihrt: 0,5°/ kristallisiertes 
Natriumcitrat (mit 3 Mol Kristallwasser) in Substanz und drei Volum- 
teile 0,8 °,iger NaCl-Lésung werden dem Blute zugesetzt. (Fiir Menschen- 
blut geniigt der Zusatz von einem Volumteil dieser Lésung.) Das Blut 
wurde im Eisschrank bei 4 bis 5° C stehengelassen. 


2. Uber den Einflu8 des Natriumeitrats. 

Das sekundire Natriumcitrat zeigt eine ausgesprochene alkalische 
feaktion und vermag daher Lipoide mehr oder weniger zu verseifen. 
Es ist nicht ausgeschlossen, daB diese Erscheinung teilweise auftritt, da 
die Resistenz der Blutkérperchen, wie wir spaiter sehen werden, allmahlich 
abnimmt. Naher sind wir jedoch auf diese Frage nicht eingegangen. 

Eine weitere Eigentiimlichkeit des Citrats ist sein Pufferungs- 
vermoégen. Diese Eigenschaft ist von groBer Bedeutung, da infolge 
Glykolyse die Alkalitat des Blutes sich vermindert. 

Es ist ferner bemerkenswert, daB beim sechstagigen Stehen des 
Citratblutes die Menge der fliichtigen Ketonkérper den Normalwert 
nicht iiberschritt. In groBen Dosen wirkt das Natriumcitrat toxisch. 

Die Neutralisation mit Hilfe der Citronensaure ruft keine bedeutende 
Anderung der toxischen Wirkung hervor. Unsere Versuche zeigten, 
daB bei intravenéser Einfithrung von 5°,iger Citratlésung eine Dosis 
von 0,15 bis 0,20 g Na-Citrat pro Kilogramm fiir einen Hund tédlich 
wirkt. Der Tod tritt fast momentan ein; falls jedoch innerhalb der 
ersten 5 Minuten der Tod nicht eintritt, bleibt der Hund am Leben. 
Der Tod tritt ein unter spastischer Erweiterung des Thorax. Dabei 
bleibt die Atmung aus, und es werden schwache Konvulsionen beob- 
achtet. Eine Dosis von 0,1 g pro Kilogramm ruft noch eine starke 
Xeaktion hervor. 

3. Glykolyse. 

Das Citratblut zeigt beim Stehen im Eisschrank stets Glykolyse. 
Die Intensitat der Glykolyse ist sehr verschieden und hangt von einer 
Reihe uns noch unbekannter Bedingungen ab. Es seien hier einige 


Resultate angegeben. 
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Wie aus Tabelle I ersichtlich, zeigt die Gly kolyse grobe Schwan- 
kungen: in einigen Fallen verlauft sie langsam (Versuch 23 und 24), 
in anderen dagegen rasch (Versuche 10 und 11). 

Diese Resultate zeigen, daB die Menge der reduzierenden nicht 
zuckerhaltigen Stoffe, die doch als Zucker mitbestimmt werden, bis- 
weilen sehr schwankt und in manchen Fallen ganz unbedeutende Werte 
iufweist. 

In zwei Fallen haben wir ferner eine Erhéhung (wenn auch voriibe1 
vehend) der Zuckermenge beobachtet. Diese Erhéhung kann zunachst 
ils paradox angesehen werden; bei naiherem Eingehen laiBt sich aber 
eine Erklirung finden. Analogieschliisse mit anderen Erscheinungen 
gestatten anzunehmen, da cin Zerfall der Glucoproteide, Nucleo 
proteide oder anderer Zuckerverbindungen unter Freiwerden von redu- 
zierenden Stoffen mdéglich ist. 

Der eine von uns konnte zeigen, da bei Hefegarung gewisser Gerb 
stoffe zuerst eine Erhéhung der Zuckermenge eintritt, der nach | bis 
2 Tagen eine Verminderung folgt (5). Eine Analogie mit unserem Fall 
erscheint uns plausibel, da beim Konservieren des Blutes ein Teil det 
Leucocyten zerfallt. Es sind aber auch andere Erklirungen mdglich 
(Bildung von Kohlenhydrat-Phosphorsaureestern). 


4. Anderungen des anorganischen Phosphors. 

Es ist langst bekannt, daB beim Stehen des Blutes die Menge 
des anorganischen Phosphors zunimmt; um di« Veranderung der 
Phosphorverbindungen des Blutes bei seiner Konservierung nach unserer 
Methode naher kennenzulernen, fiihrten wir Versuche aus, deren 
Resultate in Tabelle Il angegeben werden. 

Diese Versuche zeigen eine standige regelmaBige Zunahme des 
anorganischen Phosphors. In seltenen Fallen wird eine voriibergehende 


Abnahme der Phosphormenge beobachtet. Es ist bemerkenswert, 
da im Versuch 23 die 

66 ‘ Tage 
,, paradoxen Schwan- OQIZIMEETSS A MLURBENB 
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und Phosphors, wie 
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5. Osmotische Resistenz. 

Die osmotische Resistenz des Hundeblutes nahm bei unseren 
Versuchen ziemlich regelmaBig und bestandig ab. Es ist wohl mdéglich, 
daB dieser ProzeB mit dem Freiwerden von mineralischen Phosphaten 
aus den Lipoiden der roten Blutkérperchen zusammenhingt. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle II] zusammengestellt. 

Diese Resultate zeigen, daB die Beschleunigung ,,des Hamolyse- 
beginns‘ prinzipiell in derselben Richtung verlauft wie das Anwachsen 


‘er anorganischen Phosphate. 


Tabelle III. 
Anderung der osmotischen Resistenz der Erythrocyten beim Kon 


servieren des Blutes. 
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6. Stickstoffhaltige Stoffe. 

Bei unseren Versuchen anderte sich der Reststickstoffgehalt sehr 
wenig, wobei die Anderung sowohl in Richtung einer Zunahme, wie 
einer Abnahme verlief. Die Anderungen des Albumin-Globulinkoeffi- 
zienten — der nach Ruschilna bestimmt wurde — waren ziemlich be- 
deutend, die Schwankungen aber trugen keinen regelmaBigen Charakter, 
so daB wir von einer Wiedergabe absehen. Die Schwankungen der Harn- 
siure waren, absolut genommen, unbedeutend, wahrend die relativen 
Anderungen sehr betrachtliche Werte zeigten. Leider waren wir auBere1 
Umstande wegen nicht in der Lage, die Zahl der Versuche zu vermehren 


Tabelle IV. 
Die Anderungen des Rest-N-Gehalts. 





Beobachtungszeit in Tagen 


Versuch 

Nr. 0 1 2 3 4 5 
16 28 25 ~~ 23 — 
17 35 98 — 33 
18 35 37 — 40 ca 

19 42 40 - 

26 37 - “= 39 43 

28 29,5 — 28 
15 24 25 — 27 


7. Fermente. 

Von den Fermenten wurde hauptsachlich Katalase untersucht, 
welche nach der Methode von Bach bestimmt wurde. Die Anderungen 
der Katalase sind unbedeutend. Es seien hier einige Beispiele angegeben. 

Tabelle V. 


Katalaseindexanderungen. 





Versuch Zeit in Tagen 
Nr. 0 : 1 faa 9 3 4 
15 1,57 - 1,41 1,55 
17 0,49 - 0,46 — 
18 0,49 0,46 -- 0,32 
19 0,99 0,91 a 0,84 


8. Die Fihigkeit, Sauerstoff zu binden. 


Hinsichtlich des Verhaltens gegen Sauerstoff bestehen nach unseren 
Daten groBe Unterschiede zwischen Menschenblut und Hundeblut. Im 
konservierten Menschenblut ist die Sauerstoffaufnahme bestandiger., 
nimmt jedoch ebenso wie im Hundeblut allmahlich ab. Unsere dies 
beziiglichen Ergebnisse werden wir in einer anderen Abhandlung mit 
teilen, worin auf die Anderung des Menschenblutes im Zusammenhang 
mit der Frage nach der Wirkung des Glutathions eingegangen werden sol! 
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Zum SchluB seien die beschriebenen Anderungen nebeneinander 
gestellt. Dazu eignet sich am besten die graphische Darstellung mit 
Hilfe der Kurven, die fiir jeden Ingredienten aus den Mittelwerten 
gezeichnet wurden; fiir diejenigen Fille, wo die Daten nicht zahlreich 
genug waren, nahmen wir mittlere Werte fiir einige Tage (s. Abb. 2). 

Abb. 2 zeigt die Mittelwerte unserer Ergebnisse. 
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Zusammenfassung, 


1. Mit Hilfe von Citrat und physiologischer NaCl-Lésung kon- 
serviertes Blut bleibt sehr lange erhalten. 

2. Die Anderungen bestehen in der Abnahme der Zuckermenge 
Zunahme des anorganischen Phosphors, ferner in der Abnahme der 
tesistenz, Verminderung des Vermégens, den Sauerstoff zu_iiber- 
tragen; die Katalase und der Reststickstoff werden jedoch wenig ge- 
andert. 

3. Die Blutkonservierung nach der angegebenen Methode liefert 
gute Resultate auch bei praktischer Anwendung in der Medizin (Blut- 
transfusion) ?. 


Literatur. 

1) Zitiert nach Elanson. 2) Bielenky, Nowi Chirurg. Archiv Dniepr- 
opetrowsk 1930. 3) Perlmann, Woprosy Haematologii Nr. 2, Moskau 
1932. 4) Cruchet, La transfusion de sang de l’animale 4 (homme. Paris 
1928. 5) Balachowsky, Wiesznik Kogewennoj promyschliennost Nr. 9. 


Moskau 1929. 


' Spaéter wurde dann diese Vorschrift abgeaéndert: Die Menge det 
NaCl-Lésung und deren Konzentration wurde vermindert und eine Reihe 
von neuen Ingredienten eingefiihrt. Die klinischen Resultate waren noch 
bedeutend besser, insofern als die Reaktion bei den Patienten bei Ver 
wendung von acht- bis zehntagigem Blut fast véllig ausblieb. Wir werden 
jedoch in einer spéteren Mitteilung am anderen Orte auf diese Frage niher 
eingehen. 

Wir méchten hier bloB erwa&hnen, daB vorher nach diesem Verfahren 
28 Transfusionen an Hunden mit 3- bis 28tagigem Blut ausgefiihrt wurden, 


welche alle gute Resultate lieferten. 


Eine neue kryoskopische Mikro-Molekulargewichtsbestimmung. 


Von 
F. Bruno Straub. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged.) 
(Eingegangen am 24. Juni 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die zu beschreibende Methode gestattet, bei halbmolaren, wasserigen 

Lésungen die Gefrierpunktserniedrigung mit 4%, Genauigkeit zu 
bestimmen, und zwar werden nur zwei Stoppuhren und ein gewéhn- 
liches, auf halbe Grade eingeteiltes Thermometer bendétigt. Sie be- 
ruht auf der Beobachtung, daB die Erwirmung einer 
stark gekiihlten Flissigkeit ungefahr linear vor sich 
geht. Das Prinzip ist das Folgende. 
r Man miBs die Geschwindigkeit der Erwarmung 
der als Wasserbad dienenden stark gekiihlten Fliissig- 
keit und beobachtet den Zeitunterschied zwischen 
dem Schmelzen der Lésung und des Lésungsmittels. 
die beide in einem Kapillarréhrchen eingeschlossen 
in die Fliissigkeit getaucht sind. Als Beispiel sei 
folgender Versuch angefiihrt: 

Es wird der nebenstehend abgebildete Apparat 
benutzt, der aus zwei mit einem Filzring ineinande1 
gesteckten Becherglasern besteht. Auf den Boden 
des auBeren Bechers wird ein Kork gelegt. Das 





innere GefiB wird mit einem entsprechend gebohrten 





Kork versehen, durch den die Riihrvorrichtung und 
Abb. 1. das Thermometer gehen. Dieses GefiB wird mit 
Alkohol gefiillt. Nun wird das Lésungsmittel und 

die Lésung in je eine Kapillare eingeschmolzen. Beide Kapillaren 
werden am Thermometer befestigt in den Becher eingefiihrt. Dann 
wird der innere Becher stark abgekiihlt, bis die Fliissigkeiten in 
beiden Kapillaren gefroren sind. Bei wasserigen Lésungen kiihlen 
wir auf etwa 15°C. Nun 1JaBt man unter Riihren auf etwa 
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5° C erwarmen, fiihrt den inneren Becher in den auBeren, nach- 
dem man ihn von auBen getrocknet hat. Unter standigem Riihren 
beobachtet man mit Hilfe der einen Stoppuhr die Zeit, die nétig 
ist, um die Fliissigkeit von 4 auf 11°C steigen zu _ lassen. 
Die Kapillaren werden inzwischen mit einer Lupe beobachtet und 
von hinten beleuchtet. Im Augenblick des Schmelzens der Lésung 
(d. h. wenn das letzte Eiskristallchen verschwindet) wird die zweite 
Stoppuhr in Gang gesetzt und im Augenblick des Schmelzens des 
Lisungsmittels wieder stillgesetzt. Unter solchen Bedingungen fanden 
wir, daB sich die Fliissigkeit ungefahr in 4 Minuten um 1° erwarmt. 
Also wiirde z. B. das Erwarmen von t auf 1° C 20 Minuten dauern. 
Findet man fiir den Zeitunterschied zwischen dem Schmelzen beider 
Kapillaren z. B. 2 Minuten, so bedeutet dieses eine Gefrierpunkts- 
erniedrigung von '/,°. Hieraus laBt sich die Molaritat berechnen. 

Die Kurve der Erwirmung des Alkoholbades wurde mit Hilfe des 
Beckmann-Thermometers wiederholt bestimmt und annahernd linear 
gefunden: die gréBte Entfernung der Kurve von der Geraden war 
zwischen 5 und + 1° C 0,03° C. Wir haben in einer Reihe von Ver- 
suchen das Molekulargewicht von Harnstoff und von Traubenzucker 
in wasseriger Lésung bestimmt und haben bei !, bis '), molaren Lo- 
sungen die Ergebnisse mit 4°, Genauigkeit im Bereich der theoreti- 
schen Werte gefunden. 

Es ist wesentlich, fiir eine gute Riihrung zu sorgen, die Beleuch- 
tung bereits zu Beginn des Versuchs anzusetzen und (wegen der 
Erwarmung) bis zum AbschluB des Versuchs anzulassen. Es ist auch 
wesentlich, gleichdicke Kapillaren fiir Lésung und Lésungsmittel 
zu gebrauchen. Dies erreicht man dadurch, daf man eine lingere 
Kapillare in der Mitte bricht und die Stiicke rechts und links von der 
Bruchstelle verwendet. Das Einschmelzen soll in einer Weise geschehen, 
die kein Verdampfen oder Zersetzen der Fliissigkeit verursacht. 


Chinone als Fermentmodell. 


VI. Mitteilung: 


Die Katalyse der oxydativen Desaminierung von Glycyl-l-Tyrosin. 
Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat K6ln.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus friiheren Arbeiten ging hervor, daB Glycylglycin bei Verwendung 
von Oxyhydrochinon und von Adrenalon als Katalysagen! bei py = 7 
bis 8 des Reaktionsgemisches reichlicher oxydativ desaminiert wird als 
Glykokoll selbst?. Ferner konnte erwiesen werden, daB bei dieser 
besonders reichlichen Desaminierung des Glycylglycins nur die end- 
stindige Aminogruppe angegriffen und das Glycylglycin nicht in 
Glykokoll gespalten wird, sowie daB die Ammoniakausbeute bei Des- 
aiinierung mit Hilfe von Oxyhydrochinon unter gleichen Versuchs- 
‘bedingungen bei Glycylglycin und Glycylleucin identisch ist*. 

Das wesentlichste Ergebnis vom biologischen Standpunkt war, 
daB unter EinfluB gewisser Katalysatoren manche Dipeptide in einem 
physiologischen py-Bereich reichlicher desaminiert werden als unter 
gleichen Versuchsbedingungen die sie aufbauenden einfachen Amino- 
sauren. 

Diese Versuche wurden neuerdings mit der friiher beschriebenen 
Methode auf das Glycyl-l-Tyrosin ausgedehnt. 

Das Dipeptid ist als reine Substanz von der Firma Hofmann-La Roche 
bezogen werden. 


1 Statt des sprachlich unbequemen Ausdrucks Katalysatormutter- 
substanz soll in Zukunft die Bezeichnung Katalysagen verwendet werden. 

2 Diese Zeitschr. 242, 1, 1931; 250, 135, 1932. 

3 Ebenda 250, 135, 1932. 
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Der Schmelzpunkt des Praparats war 166° gegeniiber 165°, wie 
E. Fischer? den Schmelzpunkt von Glycyl-l-Tyrosin angibt. 

Zunichst wurde die Desaminierbarkeit des Tyrosins selbst durch 
Oxyhydrochinon und Adrenalin als Katalysagen gepriift. 

Der geringen Léslichkeit des Tyrosins wegen wurden die Anséitze 
von je 20 cem so hergestellt, daB sie je 10 cem m/200 Tyrosin- bzw. Glykokoll- 
losung, 5ccm Phosphatpuffer, 2 ccm m/100 Katalysagen und 3 ccm H,O 
enthielten. Die Ansaétze enthielten somit nur ein Zehntel der Substratmenge 
unserer sonstigen Versuche bei unveraénderter Katalysatormenge. Daher 
die niedrige N'H,;-Ausbeute beim Glykokoll. 


Es sei nur ein Versuchsprotokoll angefihrt. 


Tabelle I. 


Vergleich der katalytischen Desaminierung von Glykokoll und Tyrosin 


durch Oxyhydrochinon. Temperatur 40°. Durchliiftungsdauer 43 Stunden. 





NH;-Ausbeute in cem m/50 bei py 
Substrat 


6,2 7,3 8,1 9,0 10,2 10,9 11,3 11,9 
Glykokoll. . ... 03 03 0,6 1,0 0,8 0,9 - 0.4 
Tyrosin . ee 0,0 0,1 0,2 0,1 0,1 ~- 0,2 0.0 


Ein Vergleich der Zahlen von Tabelle I lehrt, daB Tyrosin unter 
Bedingungen, unter denen Glykokoll reichlich desaminiert wird, keine 
Ammoniakausbeute gibt, die die Fehlergrenze der Methode sicher 
iibersteigen wiirde. Es kann auch auf Grund der iibrigen, im Ergebnis 
ganz iibereinstimmenden Versuche gesagt werden, daB bei Verwendung 
von Adrenalin und Oxyhydrochinon als Katalysagen Tyrosin, wenn 
iiberhaupt, nur in Spuren, jedenfalls aber wesentlich sparlicher des- 
aminiert wird als Glykokoll. 

Somit schien Glycyltyrosin fiir unsere Untersuchungen ein ebenso 
giinstiges Objekt zu sein wie das Glycylleucin, das friiher untersucht 
worden war?, 

Um quantitativ vergleichbare, vo6llig gleich durchliiftete Versuche 
auszufiihren, ist in einer Versuchsanordnung immer gleichzeitig eine Ver- 
suchsreihe mit Glykokoll, Glycylglycin und Glycyltyrosin ausgefiihrt 
worden. Glycylleucin ist nicht wieder untersucht worden, da es bei Ein 
wirkung der gepriiften Katalvysagene die gleichen NH,-Ausbeuten ergibt 
(l.e.) wie Glycylglycin. 

Tabelle II stellt die mit den verschiedenen wirksamen Katalysa- 
genen erhaltenen Resultate zusammen. 


! E. Fischer, Ber. d. chem. Ges. 37, 2486, 1904. 
2 Diese Zeitschr. 250, 135, 1932. 
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Beziiglich des Vergleichs der Desaminierung von Glykokoll und 
Glycylglycin bringt die Tabelle nur eine Bestatigung der in der fiinften 
Mitteilung berichteten Erfahrungen. Sehr bemerkenswert sind aber die 
Ergebnisse mit Glycyltyrosin. Dies wird zwar unter Einwirkung fast 
aller untersuchten Katalysagene etwa in gleichem Ausma{} desaminiert 
wie Glycylglycin, meist etwas, aber 
nicht viel reichlicher (s. Abb. 1). 12 
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Glykokoll (QC), Glycylglycin (@) Glykokoll . Glyeylglycin (@ 
und Glycyltyrosin (+) durch und Glycyltyrosin (4 dure} 
Resorcin. Oxybydrochinon. 


Abb. 2 zeigt sehr eindrucksvoll, daB fiir Glyeyltyrosin zwar ebenso 
wie fir Glyecylglycin das py-Optimum oxydativer Desaminierung 
etwa bei py = 8 liegt, wenn Oxyhydrochinon als Katalysagen verwendet 
wird, und daB, wie bei Glyeylglycin und im Gegensatz zu Glykokoll, 
das bei einem py von 11 erst das Desaminierungsoptimum erreicht, 
bei Glyeyltyrosin bei px 11 die Ammoniakausbeute bereits kaum 
mehr nachweisbar ist, jedoch quantitativ tibertrifft die NH,-Ausbeute 
aus Glycyltyrosin bei Verwendung von Oxyhydrochinon als Katalysagen 
die aus Glycylglycin, wie Abb. 2 zeigt, weitaus. Die Ausbeute ist bei 
Pu = 8 fast doppelt, bei py = 9 mehr als doppelt so hoch als beim 
Substrat Glveylglycin unter gleichen Bedingungen. 


Noch gréBer ist natiirlich (bei py 7 bis 8,5) der Unterschied 
zwischen der NH,-Ausbeute aus Glykokoll und Glycyltyrosin. Unter 
den Versuchsbedingungen der Abb. 2 iibertrifft die NH,-Ausbeute 
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aus Glycyltyrosin die aus Glykokoll bei py = 7 um etwa das vierfache, 
bei pay = 8 fast um das dreifache und erreicht bei pg = 8 Werte, wie 
sie beim Glykokoll durch Oxyhydrochinon, wenn iiberhaupt, etwa 
erst bei px = 11 bis 12 erzielt werden. 

Auch die Oxyhydrochinonkatalyse der Glycyltyrosindesami- 
nierung ist bei unserer Versuchsanordnung streng an die Gegenwart 
von Sauerstoff gebunden und von der Intensitat der Durchliiftung 
quantitativ abhangig. Inwieweit der Sauerstoff bei dieser Katalyse 
durch Wasserstoffakzeptoren ersetzbar ist, untersucht zurzeit auf meine 
Veranlassung im Zusammenhang mit anderen ahnlichen Fragestellungen 
Herr Dr. Schuwirth im hiesigen Laboratorium. 

Jedenfalls ergibt Tabelle II und Abb. 2 die iiberraschende Tatsache 
daB im Glycyltyrosin ein neues Dipeptid ermittelt wurde, das durch 
Oxvhydrochinon bei py = 7 bis 9 und nur innerhalb dieser py-Grenze 
um ein Vielfaches reichlicher desaminiert wird als jede der beiden es 
aufbauenden Aminosaiuren. In viel geringerem Grade ist dies auch 
durch Adrenalon erreichbar. 

Tabelle II lehrt aber auch bei einem Vergleich der verschiedenen 
Katalysagene, daB nur das Oxyhydrochinon das Glycyltyrosin um soviel 
reichlicher desaminiert als das Glycylglycin, daB also Oxyhydrochinon 
bei py =7 bis 9 von den gepriiften das spezifische oxydativ-desami- 
nierende Katalysagen des Glycyltyrosins ist. 

Uber die Abbauprodukte dieser Glycyltyrosindesaminierung kann 
zunachst noch nichts sicheres gesagt werden. Tyrosin ist in den Proben 
weder als Niederschlag (bei Neutralisation), noch durch die frihe1 
angegebene! spezifische Farbreaktion des Tyrosins nachweisbar* 
Nach den Erfahrungen der fiinften Mitteilung war auch eine der Des- 
aminierung vorangehende Spaltung in Glykokoll und Tyrosin kaum zu 
erwarten. 

Bemerkenswert ist ferner, daB das py-Optimum der Desaminierung 
bei Glycylglycin und Glycyltyrosin fiir die verschiedensten Katalysagene 
annahernd iibereinstimmt. Nur bei Adrenalin scheint das py-Optimum 
fiir Glycyltyrosin in einem etwas alkalischeren Bereich zu liegen als 
fiir Glyeylglycin und Glycylleucin. 

Die verschiedene Lage des py-Optimums der Desaminierung ver- 
schiedener Substrate (Glykokoll einerseits, Glycylglycin, Glycyl- 
leucin und Glycyltyrosin andererseits) durch denselben Katalysator, 
die schon in der finften Mitteilung betont wurde und auch aus den 


1 Diese Zeitschr. 220, 358, 1930. 
2 Diese von mir als kennzeichnend fiir Tyrosin angegebene Reaktion 
wird mit Glycyltyrosin nicht erhalten. 
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vorliegenden Untersuchungen (Abb. 2) sehr deutlich zu ersehen ist, 
lehrt, daB das pg-Optimum der von uns untersuchten Katalysen nicht 
lediglich von der Bildung und Zerstérung des Katalysators bei ver- 
schiedenem py der Reaktionslésung abhangt, auf welchen Punkt schon 
bei friiherer Gelegenheit nachdriicklich hingewiesen wurde!, sondern 
auch von der Beeinflussung, sei es der Wirkgruppen des Substrats, 
sei es der Reaktion zwischen den Wirkgruppen von Substrat und 
Katalysator durch das py des Reaktionsgemisches. Dies geht noch 
deutlicher als aus den friiheren Beobachtungen tiber die Katalyse der 
Glykokolldesaminierung durch verschiedene Katalysatoren! aus den 
voriiegenden Versuchen iiber die Desaminierung verschiedener Sub- 
strate durch den gleichen Katalysator hervor. 

Der Verlauf der drei Kurven der Tabelle II ist fiir das Oxyhydro- 
chinon so charakteristisch und so ganz anders als bei allen anderen 
gepriiften Katalysagenen, daB ein Vergleich des Verlaufs der Kurve 
katalytischer Desaminierung von Glykokoll, Glycylglvcin und Glycyl- 
tyrosin in ihrer Abhangigkeit vom Lésungs-py zur Agnoszierung von 
Oxyhydrochinon ausreichend sein diirfte. 


Es soll versucht werden, mit Hilfe dieser Methode nach dem Vor- 
kommen von Oxyhydrochinon in tierischen Organen zu _ fahnden 
Der Gedanke, daB ein anscheinend so einfach gebauter und bei physio- 
logischem px so wirksamer Katalysator oxydativer Desaminierung 
gewisser Dipeptide im lebenden Organismus (z. B. in der Leber) eine 
tolle spielen kénnte, ist zu naheliegend. 


Uber die oxydative Desaminierung anderer Dipeptide und ahn- 
licher Verbindungen durch das Chinonfermentmodell wird alsbald 
berichtet werden. 

Zusammenfassung. 

Glycyl-l-Tyrosin wird unter Einwirkung der meisten Katalysagene 
(Katalysatormuttersubstanzen) des Chinonfermentmodells etwa_ in 
dem gleichen Ausmaf oxydativ desaminiert wie Glycylglycin und 
Glyeylleucin. Auch das py-Optimum dieses Vorgangs ist bei Glycyl- 
tyrosin etwa das gleiche wie bei den anderen beiden gepriiften Dipep- 
tiden. 

Eine Sonderstellung unter den gepriiften Katalysagenen kommt dem 
Oxyhydrochinon zu. Bei px 7 bis 8 ist unter gleichen Versuchs- 
bedingungen bei Oxyhydrochinoneinwirkung die Ammoniakausbeute 
aus Glycyltyrosin etwa doppelt so hoch wie die aus Glycyiglycin 
oder Glycylleucin und etwa viermal so hoch als die aus Glykokoll. Sie 


1 Diese Zeitschr. 247, 371, 1932. 
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kommt den optimalen Ausbeuten aus Glykokoll bei py ll bis 
12 gleich. 

Eine Spaltung in Glykokoll und Tyrosin geht der Glycyltyrosin- 
desaminierung nicht voran. Tyrosin selbst wird unter Oxyhydrochinon 
einfluB bei gleichen Versuchsbedingungen in einem py-Bereich von 7 
bis 12 nicht merklich desaminiert. 

Die Ermittlung der drei Kurven der py-Abhangigkeit des AusmaBes 
oxydativer Desaminierung von Glykokoll, Glycylglycin und Glycy!] 
l-tyrosin ist fiir Oxyhydrochinon so kennzeichnend, da® dieser Stoff 
nach den bisherigen Erfahrungen durch Feststellung der drei genannten 
Kurven im gleichen Durchliiftungsansatz als wirksames Katalysagen 
agnosziert werden kann 
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Uber den Schwefelgehalt des Himoglobins des Menschen. 


Von 
Zoltan Aszédi. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der k6nigl.-ungar. Universitat 


Budapest. ) 


(Eingegangen am 25. Juni 1932.) 
geqang 


Von Valér! und von Timar? in diesem Institut ausgefiihrte Be- 
stimmungen haben sehr wesentliche und teilweise auch charakteristische 
Unterschiede im Schwefelgehalt der Hamoglobine verschiedenen Ur- 


oOo 


sprungs ergeben (z. B. 0,57°, im Rinder- und 0,97°%, im Katzenhaimo- 
globin), woraus sich auch ein verschiedenes Verhaltnis zwischen Eisen- 
und Schwefelgehalt berechnen lieB (z. B. Fe: S, im Rinder-, Fe: 5, 
im Katzenhimoglobin). Nachdem es laut meiner vorangehenden Mit- 
teilung* mit Leichtigkeit gelang, aus dem Blute einer ganzen Anzahl 
von Menschen zur Analyse hinreichende Mengen Hamoglobin zu er- 
halten, muBte es von Interesse sein, den Schwefelgehalt des mensch- 
lichen Hamoglobins kennenzulernen; denn hieriiber ist meines Wissens 
nur eine Angabe, die von Haurowitz*, bekannt, der in zwei Praparaten 
0,44°% gefunden hat. 

Die von Valér und von Timar benutzte Methode war die ter Meulen- 
sche, die sich in ihren Handen, sowie spater mir® sehr gut bewalrte 
und aus dem Grunde sehr empfehlenswert ist, weil sie auch in Sub- 
stanzen von so geringem Schwefelgehalt, wie es das Hamoglobin ist, 
nicht mehr als etwa 0,25 g zur Analyse erheischt. Den Bestimmungen 
an meinen Hamoglobinpraparaten lie ich natiirlich Probebestimmungen 
an Cystin in der Weise vorangehen, wie dies von Valér mitgeteilt ist, 
und erhielt im Durchschnitt von sieben Versuchen 26,9°,, Schwefel. 


1 Diese Zeitschr. 190, 444, 1927. 

2 Ebenda 202, 365, 1928. 

3 Ebenda 252, 212, 1932. 

‘ Zeitschr. f. phys. Chem. 136, 141, 1930. 

5 Z. Aszodi, diese Zeitschr. 212, 102, 158, 1929. 
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Da sich aus der Berechnung 26,7 °%, ergibt, ist dieses Analysenergebnis 
als ein gutes zu bezeichnen. 

Um so weniger erfreulich waren meine nach dieser Methode an 
Menschenhamoglobin erhaltenen Ergebnisse, indem weder die an einem 
Praparat ausgefiihrten Parallelanalysen, noch aber die an verschiedenen 
Praparaten ausgefiihrten Bestimmungen iibereinstimmende Werte lie- 
ferten. Die Ursache dieser Unstimmigkeiten, die weder bei Valér und bei 
Timar im Jahre 1927 bzw. 1928, noch aber bei mir im Jahre 1929 vor- 
kamen, ist mir bis auf den heutigen Tag unbekannt geblieben. (Es ist 
mdoglich, daB die bei der Erzeugung des Wasserstoffs, in dem die Substanz 
gegliiht werden mub, verwendeten Reagenzien, wie Salzsiure und Zink, 
zur Zeit als wir sie neuerdings bezogen, gewisse Verunreinigungen 
enthielten, durch die das auf Asbest feinverteilte Platin, das als Kata- 
lvsator dient, geschadigt wurde.) Ich muBte mich also notgedrungen 
nach einer anderen Methode umsehen, und lieB in zwei bestbekannten 
Laboratorien (die eine im Reiche, die andere in Osterreich) Bestim- 
mungen nach Carius ausfiihren, die aber ein recht klagliches Resultat 
gaben: An einem Praiparat wurde vom selben Analytiker 0,68, 0,85, 
0,73, 0,62°% erhalten, an einem anderen Praparat vom ¢inen 1,20, 
1.35%, vom anderen 1,07, 1,11%. 

Eine andere Methode ist die von Newmann und Meinertz!. Nachdem 
es mir gelungen ist, ihr eine Form zu geben, in der sie zu Schwefel- 
bestimmungen in Haimoglobin geeignet ist, habe ich alle meine Praparate 
nach dieser Methode untersucht. 

Etwa 0,6 bis 1,2 g des fein pulverisierten, bis zur Gewichtskonstanz 
getrockneten Hamoglobins werden in einem 6!/,cm hohen, oben 6 cm 
weiten und etwa 150 ccm fassenden Nickeltiegel mit 5g Kaliumnatrium- 
carbonat und 2'/, g Natriumperoxyd vermischt und bei aufgelegtem 
Tiegeldeckel mittels einer kleinen Gasflamme (sonst Verpuffung und Sub- 
stanzverlust!) 1 Stunde lang erhitzt, dann abkiihlen gelassen, die zusammen 
gesinterte Substanz mit 2'/,g Natriumperoxyd versetzt, mittels einer 
kleinen Flamme eine weitere Stunde erhitzt, die nunmehr zum gréBten 
Teil verfliissigte Substanz nach dem Abkiihlen noch einmal mit 2 g Natrium- 
peroxyd versetzt und '/, Stunde lang unter standiger VergroBerung 
der Flamme erhitzt, worauf vollstandige Verfliissigung eintritt. Es soll 
nicht langer erhitzt werden, als bis die rotgliihende Masse eben homogen 
geworden ist, da sich sonst allzuviel Nickeloxyd bildet und sehr viel Salz- 
saiure verwendet werden muB, um es in Lésung zu bringen. Die Schmelze 
wird nach dem Abkiihlen in 40 cem Wasser unter Erwairmen mittels einer 
kleinen Flamme gelést, wozu in der Regel '/, Stunde nétig ist. Die Fliissig- 
keit, die Nickeloxyd suspendiert enthalt, wird in ein 300 ccm fassendes 
Becherglas tiberfiihrt, der Tiegel mit etwa 60 ccm Wasser nachgewaschen, 
aus einer Biirette vorsichtig (starkes Aufschaéumen!) bromhaltige konzen- 
trierte Salzsaure hinzuflieBen gelassen, bis die Fliissigkeit gegen Lackmus 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 48, 37, 1904. 








sau 
\m 
alle 
erhi 
Flo 
ind 
sch 
salz 
grt 
Wa 
sole 
mel 
24 | 
sch 


gew 


als 
ZW 
hi 








us 


an 


n- 
at 


m 


re 








Schwefelgehalt des Hamoglobins des Menschen. 389 


sauer reagiert. In der Regel werden etwa 22 bis 23 cem Salzséure verbraucht. 
\m Wasserbad belassen, geht das Nickeloxyd auf diese Weise (manchmal 
allerdings erst nach einem weiteren Séurezusatz) in Lésung, und man 
erhaélt eine schén blaugriin gefarbte Fliissigkeit, in der die rostbraunen 
Flocken von Eisenhydroxyd suspendiert sind. Im urspriinglichen Newmann 
und .Meinertzschen Verfahren ist das Vorhandensein dieses Eisennieder- 
schlages nicht vorgesehen; er wird durch Zusatz einiger Kristalle von 
salzsaurem Hydroxylamin in Lésung gebracht. Die nunmehr ganz klare 
grine Lésung wird auf 250cem verdiinnt, einige Stunden hindurch im 
Wasserbad gelassen, mit einer 1°, igen heiBen Lésung von Bariumchlorid 
solange versetzt, bis kein weiterer Niederschlag von schwefelsaurem Baryt 
mehr entsteht, dann unter mehrmaligem Ersatz des verdampften Wassers 
24 Stunden lang im Wasserbad belassen, endlich der Niederschlag von 
schwefelsaurem Baryt am Filter gesammelt, gewaschen, verascht und 
gewogen. 

Um mich von der Zuverlassigkeit des Verfahrens zu tiberzeugen, habe 
ich zunadchst Bestimmungen in Na,SO,-Lésungen von _ bekannter 
Konzentration ausgefiihrt und gute Resultate erhalten. Sodann fiihrte 
ich Bestimmungen an kristallisiertem Rinder- und Katzenoxyhimo 
globin aus, deren Schwefelgehalt von Valér und von Timar zu 0,58 


"0 


bzw. 0,97 °% gefunden wurde. Die Mittelwerte meiner Bestimmungen 
ergaben in vorziiglicher Ubereinstimmung 0,57 und 0,57°, bzw. 0,97 
und 0,98 %,. 

In nachstehender Tabelle habe ich die Ergebnisse der an Menschen- 
hamoglobin in den Jahren 1930 bis 1931 ausgefiihrten Schwefel- 
bestimmungen zusammengestellt, wobei zu bemerken ist, daB Praparat | 
bis 26 einmal, PrAparat 27 bis 32 zweimal umkristallisiert wurden. 
Das Blut verdanke ich der Liebenswiirdigkeit der Vorstainde verschie- 
dener medizinischer Kliniken und Abteilungen, wofiir ihnen auch an 
dieser Stelle bestens gedankt sei. Von einer bevorstehenden Blut- 
entnahme wurde ich jedesmal verstandigt; und die Venaesektion 
wurde erst vorgenommen, als ein Bediensteter unseres Instituts dort 
eintraf und die Defibrinierung an Ort und Stelle vornehmen konnte. 
In einzelnen Fallen wurde einem Menschen in gréBeren Zeitraumen 
zwei bis mehrere Male Blut entnommen, und aus diesem jedesmal 
auch Hamoglobin bereitet: diese von einer Person herriihrenden Hamo- 
globinpraparate wurden jedes fiir sich analysiert. Mit a) und b) werden 
die von einer Blutprobe herriihrenden zwei Praparate bezeichnet, 
deren eines aus der angereicherten Hamoglobinlésung, das andere aber 
aus dem aufgetauten hamoglobinhaltigen Eis (siehe meine voran- 
gehende Mitteilung) bereitet wurde. 

Es handelt sich insgesamt um 37 Praparate. Hiervon lieferten 22, 
also etwa zwei Drittel, Werte, die in recht engen Grenzen, und zwar 
zwischen 0,64 und 0,66°, schwanken: wahrend in 7 Fallen Werte bis 


) 


hinauf zu 0,69°% und in 8 Fallen bis herunter zu 0,58°%, gefunden 
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wurden. Wollen wir nur die 22 Analysen als richtig gelten lassen, 
so ist aus ihnen ein Mittelwert von 0,649 % zu errechnen; laBt man alle, 
auch die gréBeren und kleineren Werte gelten, so erhilt man einen 
ganz ahnlichen Wert, namlich 0,648 °%. 

Der Eisengehalt meiner Haimoglobinpraparate betrug im Mittel 
aller Bestimmungen 0,337 °%,1, also genau so viel wie im Hamoglobin 
aller anderen daraufhin untersuchten Blutarten, woraus sich als kleinstes 
Molekulargewicht die bekannte Zah! 16500 errechnen laBt. Hingegen 
ergibt sich aus dem 0,649°, betragenden Schwefelgehalt als kleinstes 
Molekulargewicht 4930 bzw. das Verhaltnis Fe,:S,, und hieraus a's 
kleinstes Molekulargewicht 3 . 16500 49500. 

Es ist ja durchaus méglich, daB sich alles dies auch richtig so 
verhalt und dag das menschliche Hamoglobin die obige Zusammen- 
setzung hat. Doch kénnte das nicht gerade einfache Verhaltnis zwischen 
Eisen und Schwefel auch dadurch bedingt sein, daB es im menschlichen 
Blute zwei oder mehrere Hamoglobine von verschiedenem Schwefel- 
gehalt? gibt, die nicht nur im Blute verschiedener Menschen, sondern 
auch an einem Menschen zu verschiedenen Zeiten in verschiedenen 
Mengenverhaltnissen vertreten sein kénnen. Die erstgenannte Méglich- 
keit konnte im Falle des Orosz (Praparat 17) vorliegen, der stets schwefel- 
armes Himoglobin hatte; die zweite aber im Falle Firezacz, der bei 
einer spaiteren Gelegenheit scheinbar schwefelirmeres Hamoglobin 
als vorangehend hatte. (Gerade der Fall Firczacz laBt aber die kaum 
iiberwindlichen Schwierigkeiten erkennen, die aus Analysenfehlern 
hervorgehen; denn eines der von diesem Kranken herriihrenden Himo- 
globine hatte, zuerst untersucht, einen Schwefelgehalt von 0,68 bzw. 0,68, 
spiter aber cinen solchen von 0.62 bzw. 0,62°,.) 

Als Endergebnis meiner Versuche liBt sich aussagen, daB das 
Hdmoglobin des Menschen etwa 0,65 °, Schwefel enthdlt. Méglicherweise 
sind in den roten Biutkérperchen des menschlichen Blutes Hiimoglobin 
von verschiedenem Schwefelgehalt enthalten. 


Siehe die Mitteilung von Herzog und Laszl6, die in dieser Zeitschrift 
veréffentlicht werden soll. 
2 Siehe hieriiber auch Valér, l. ec. S. 454. 
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Adenylsiure und Adeninnucleotid’. 


Von 
R. Klimek und J. K. Parnas. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwo6w.) 
(Eingegangen am 25. Juni 1932.) 


Wahrend einer Untersuchung tiber die analytische Chemie der 
Purinnucleotide wurde geprift, ob die Fallung mit Kupfersulfat 
und Kalk, die Embden (1) bei der Isolierung des Adeninnucleotides aus 
dem Muskelgewebe angewandt hat, quantitativ verlauft. 

In den ersten Versuchen an Adeninnucleotid aus Hefenucleinsaure 


wurde gefunden, daB nur ein kleiner Teil des Nucleotids in den Nieder- 
£ 


! Der Zeitpunkt erscheint nicht mehr fern, in dem man die natiirlichen 
Purinnucleotide der beiden Reihen die aus Polynucleotiden und die aus 
Nucleosidtriphosphorséuren mit ihren rationellen Namen wird be 
zeichnen kénnen. Schon heute kann man die Inosinséure und das Adenin- 
nucleotid aus Muskeladenosintriphosphorséure als Furano -ribosid - 5 
phosphorséurederivate bezeichnen; fiir die Nucleotide aus Ribosepoly- 
nucleotiden ist die Bindungsstelle der Phosphorséure noch nicht bestimmt. 
Aber wenn die Konstitution auch bestimmt sein wird, so wird doch ein 
Bediirfnis nach einfacheren Bezeichnungen vorhanden sein, da die Adenin- 
nucleotide von physiologischem und medizinischem Interesse sind. Die 
‘Bezeichnung als tierisches und Hefenucleotid, wie sie von Steudel und 
W ohintz vorgeschlagen worden ist mit der Abkiirzung t und h —, erscheint 
nicht mehr zutreffend, da ein Adeninnucleotid vom Typus der Inosinséure 
ebenso im Protoplasma der Hefe wie in tierischen Zellen vorkommt. Ich 
méchte vorschlagen, dafs man die alten Namen aus der Zeit, in der man 
einen Konstitutionsunterschied zwischen den Nucleotiden noch nicht ver 
mutete, fiir diejenigen Nucleotide beibehalt, die frei oder als Triphosphor 
séuren im Protoplasma vorkommen, und diese als Adenylséure, Inosin 
séiure usw. bezeichnet, wie dies auch meistens geschieht. Fiir diejenigen 
Nucleotide dagegen, die als Bestandteile von Polynucleotiden auftreten 
und die Phosphorsaurereste nicht am 5-Kohlenstoff der Ribose tragen, 
sollten diese Namen nicht angewandt werden: man wird sie einfach 
als Adeninnucleotid, Hypoxanthinnucleotid usw. bezeichnen kénnen. In 
diesem Sinne werden die beiden Typen der Nucleotide hier bezeichnet 
Adenylsdure bezeichnet das Adeninnucleotid aus dem Muskelgewebe 
dagegen einfach Adeninnucleotid die Verbindung, die aus der Hefenuclein 
siure durch Hydrolyse erhalten wird. 

Parnas. 
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schlag iiberging, und weitere Versuche bestatigten dies. Dieselben 
Versuche wurden dann mit der Adenylsiure aus Muskelgewebe und mit 
Inosinsiure wiederholt; es ergab sich, daB beide Nucleotide quantitativ 
niedergeschlagen wiirden. Die Fallbarkeit durch Kupferionen und Kalk 
stellt also eine Reaktion dar, durch welche sich das Adeninnucleotid 
und die Adenylsdure unterscheidet'. Bei weiterer Untersuchung wurden 
keine Anhaltspunkte dafiir gefunden, daB die teilweise Fallbarkeit 
des Adeninnucleotids durch das Kalkkupferreagens mit einer Inhomo- 
genitat des Praiparats zusammenhinge: denn wiederholte Fallungen 
der aus Niederschlag und Lésung in Freiheit gesetzten Fraktionen 
ergaben immer wieder ahnliche Verteilung zwischen Niederschlag 
und Mutterlauge. 

Dieser auffallende Unterschied im Verhalten der beiden Adenin- 
nucleotide fiihrt nun zu folgender Uberlegung. Die Fillbarkeit 
durch das Kalkkupferreagens, welche in der von EF. Salkowski ent- 
deckten, nach D. van Slyke fiir die Entzuckerung von Blut und 
Gewebsfiltraten allgemein eingefiihrten Methode zum Niederschlagen 
von Gluciden verwendet wird, besteht darin, daB Kupferkomplex- 
verbindung mehrwertiger Alkohole gebildet werden, die in_ iiber- 
schiissigem Kalkwasser unléslich sind, wahrend ihre Alkalisalze be- 
kanntlich in itiberschissigem Alkali léslich sind. Wenn das Adenin- 
nucleotid aus Hefenucleinsiure durch das Kalkkupferreagens nicht 
gefallt wird, so kann daraus geschlossen werden, daB die Kohlenhydrat- 
gruppe, die in ihm enthalten ist, keine Kupferkomplexverbindung zu 
bilden vermag. Die Alternative, daB eine solche Kupferkomplex- 
verbindung gebildet wird, aber in iiberschiissigem Kalkwasser léslich 
ist, wird dadurch ausgeschlossen, daB die Lésung des Nucleotids nach 
Zusatz von Kupfersulfat und Kalk kein Kupfer enthalt, daB folglich 
auch keine lésliche Kupferkomplexverbindung gebildet worden ist. 

Es geht daraus hervor, daB sich die beiden Adeninnucleotide 
folgendermaBen unterscheiden: der Pentoserest in der Adenylsiure 
vermag eine Kupferkomplexverbindung zu bilden, ahnlich wie die 
mehrwertigen glykolartigen Alkohole, das Adeninnucleotid aus Hefe- 
nucleinsiure vermag dies dagegen nicht. Dies laBt sich durch einen 
einfachen Reagenzglasversuch demonstrieren. 

1. Man lést 20 mg Adenylséure® in 0,5cem Wasser und macht mit 
Natronlauge stark alkalisch; zu dieser Losung wird tropfenweise Kupfer- 


' Die anderen bekannten Unterschiede in Léslichkeit, Hydrolyse 
geschwindigkeit, Furfurolbildung, biologischer Desaminierbarkeit sollen 
hier nicht diskutiert werden, weil ein Zusammenhang der hier beschriebenen 
Unterschiede mit Jenen zunaéchst nicht zu ersehen ist. 

2 Nach einer von P. Ostern in diesem Institut ausgearbeiteten Methode 


aus Pferdefleisch dargestellt (Zersetzungspunkt 201°). 
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sulfatlésung zugesetzt. Der Cu(OH),-Niederschlag lést sich glatt auf, und 
man erhalt eine tiefblaue Lésung. 

2. Man lést 20 mg Adeninnucleotid aus Hefenucleinséiure mit Wasser 
und Natronlauge im gleichen Verhaltnis: zugesetztes Kupfersulfat ergibt 
eine Cu (OH ),-Fallung, und die Lésung bleibt vollstandig farblos. In der 
abfiltrierten Fliissigkeit kann durch Ammoniak kein Kupfer nachgewiesen 
werden, 

Nun ist es leicht nachzuweisen, daB die Unfahigkeit der im Adenin- 
nucleotid gebundenen Ribose, eine Kupferkomplexverbindung zu bilden, 
mit der Bindung der Phosphorséure an Ribose zusammenhingt. Wenn 
die Phosphorsiure abgespalten worden ist, so lést das Adenosin 
(Schmelzpunkt 229) Kupferhydroxyd in alkalischer Lésung mit blauer 
Farbe auf. Es ist folglich durch Abspaltung der Phosphorséure der- 
jenige Faktor entfernt worden, welcher die Bindung des Kupfers an 
die Alkoholhydroxyle verhindert. Diese Verschiedenheit zwischen den 
beiden Adeninnucleotiden laBt sich auch auf andere Nucleotide er- 
weitern: Inosinséiure verhaJt sich gegeniiber Natronlauge und Kupfer- 
sulfat wie Adenylsiure; Guanylsiure aus Hefenucleinsiure verhalt 
sich wie das Adeninnucleotid desselben Ursprungs. 

Wie sind diese Unterschiede zu deuten ? 

Offenbar enthalt die Adenylsiure benachbarte (und korrespon- 
dierende Hydroxylgruppen), dagegen enthalten die Nucleotide aus der 
Hefenucleinsiure keine solchen. Dieser SchluB laBt sich mittels einer 
anderen unabhingigen Methode bekraftigen. Bekanntlich kénnen 
nach Béeseken (2) korrespondierende (d.h. benachbarte und _stereo- 
chemisch gleichgerichtete Hydroxylgruppen) dadurch gekennzeichnet 
werden, daB sie mit zugesetzter Borsiure zu einem sauren Komplex 
von viel héherer Dissoziationskonstante als die der Borsiéiure zu- 
sammentreten. Wir haben die Adeninnucleotide in folgender Weise 
auf das Vorhandensein korrespondierender Hydroxylgruppen gepriift. 

Gleiche Mengen (40 mg) der beiden Nucleotide wurden mit n/10 NaOH 
in Lésung gebracht und nach Zusatz von Phenolphthalein noch so viel 
NaOH zugefiigt, daB eine Rosafarbung auftrat. Eine Lésung von Borséure 
(2: 1000) wurde ebenfalls mit NaOH (nach Zusatz von Phenolphthalein) 
schwach alkalisch gemacht. Wenn 1 cem der schwach alkalischen Borat- 
lésung zu der ebenfalls schwach alkalischen Lésung der Adenylséure zu- 
gesetzt wurde, so trat saure Reaktion aut, und es bedurfte eines Zusatzes 
von 1,25cem n/100 NaOH, um die urspriingliche Rosafairbung wieder 
herzustellen. Dagegen blieb die Mischung der Boratlésung und des Adenin- 
nucleotids aus Hefenucleinséure unverdndert alkalisch. Es ist daraus zu 
schlieBen, daB in der Ribosegruppe des Adeninnucleotids keine korrespon- 
dierenden Hydroxyle enthalten sind, und daB die Ribose in der Adenylsaure 
ein soleches Hydroxylpaar enthialt. 


Daraus ergeben sich aber gewisse Schliisse in bezug auf die Bindung 
des Phosphorsiurerestes in diesen Nucleotiden. Der Bau der Inosinsaure 
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ist von Levene und Jacobs (3) durch den Nachweis bestimmt worden, 
daB aus der Ribosephosphorséure bei Oxydation und nachfolgender 
Spaltung keine Trioxyglutarsiure erhalten wird: folglich ist der 
Phosphorsaurerest mit der primaren alkoholischen Hydroxylgruppe 
verestert und die Inosinséure ist eine Furano-ribosid-5-phosphorsaure. 
Es kénnen keine Bedenken dagegen erhoben werden, da dieser fiir die 
Inosinsiure gefiihrte Beweis auch fiir die Adenylsiure gilt. Den 
einwandfreien Beweis, daB auch Adeninnucleotid aus Hefenuclein- 
siure eine Furanosidstruktur (1,4-Oxyd) hat, haben Levene und 
Tipson (4) durch Methylierung des Adenosins aus Hefenucleinsiure 
gefiihrt, das nach Spaltung des Methylierungsproduktes nicht die 
bekannte 2,3, 4-Trimethylribose ergab, also 2, 3, 5-Trimethylribose 
sein diirfte. SchlieBlich wurde die Stellung der Phosphorsiure in 
dem Xanthinnucleotid aus Hefenucleinséure - Guaninnucleotid am 
5-Kohlenstoff durch Levene und Harris (5) ausgeschlossen. Die Ribose- 
phosphorsiure aus diesem Nucleotid erwies sich von der aus Inosin- 
siiure erhaltenen verschieden, und wenn in jener die Phosphorsiure 
am 5-Kohlenstoff stand, so konnte sie in dieser da Kohlenstoff 4 
durch die Furanosidbindung besetzt ist nur entweder am Kohlen- 
stoff 3 oder 2 stehen. Dieser Nachweis gilt aber zunachst fiir das 
Guaninnucleotid und scheint uns nicht ohne weiteres fiir das Adenin- 
nucleotid zu gelten: und die Stellung der Phosphorsiure am Kohlen- 
stoff 5 zuniaichst in diesem nicht ausgeschlossen. Es fehlt noch die 
Feststellung, daB die Adenosine aus beiden Nucleotiden identisch sind, 
aber dies erscheint — angesichts der Identitat der Inosine so gut 
wie sicher. 

Die hier beschriebenen Reaktionen ergeben indessen Anhalts- 
punkte iiber die Stellung der Phosphorsiure im Adeninnucleotid aus 
Hefenucleinsiure. Die Formel der Adenylsiure, wie sie sich aus der 
Konstitutionsbestimmung der Inosinséiure nach Levene und Jacobs 
ergibt (I): 


H 
N, Hy Cs «( 
H.C.OH 
©) 
H.C .OH 
H .¢ OH 
CH QO—P—O0 
OH 
(T) 


enthalt an den Kohlenstoffen 2 und 3 korrespondierende Hydroxyle 
Wenn keine korrespondierenden Hydroxyle im Adeninnucleotid und 
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Guaninnucleotid aus Hefenucleinséure vorhanden sind, so muB in 
ihnen die Phosphorsiure entweder an Kohlenstoff 2 (II) oder an 
Kohlenstoff 3 (III) gebunden sein: 


H H 
N, H,C; . ¢ OH N,H,C,.C 
H.¢ pt Q--P=—0O H yes OH 
H.C.OH OH H.( 0 -P—0 
H.« H.¢ OH 
CH,OH (H,OH 
(IL) (IIT) 


Durch den Nachweis, daB die Hydroxylgruppen 2 und 3 in der 
Adenylsiure und der Inosinséure unverestert und stereochemisch 
gleichartig (korrespondierend) sind, entfallt auch die Annahme, daf 
diese Nucleotide Xylose enthalten, die erst bei der Spaltung in Ribose 
iiberginge. Korrespondierende Hydroxyle an den Kohlenstoffen 2, 3 
kénnten nur in Derivaten der Ribose oder Lyxose enthalten sein. 


Analytische Belege. 
(Mikro-Kyjeldahl-N-Bestimmungen, mit Apparatur nach Parnas und Wagner 
ausgefiihrt. ) 


1. Adeninnucleotid aus Muskel: 7,8 mg Substanz (ber. N 1,56 mg); 
Niederschlag: N 1,49 mg; Filtrat: N 0,02 mg. 

2. Inosinséure: Lésung von inosinsaurem Natrium aus 20,86 mg 
inosinsaurem Barium dargestellt (ber. N 1,88 mg); Niederschlag: 
N 1,87 mg. 


3a. Adeninnucleotid aus Hefenucleinséure: 85,6 mg Substanz (ber. 
N 16,4 mg); Niederschlag: N 0,84 mg; Filtrat: N 14.33 mg. 

3b. Adeninnucleotid aus Hefenucleinséure: 9,1 mg Substanz (ber. 
N 1,74 mg); Niederschlag: N 0,33 mg; Filtrat: N 1,44 mg. 

4. Guanylsiure aus Hefenucleinsiure: 24,2 mg sekundéres guanyl- 
saures Natrium (ber. N = 4,16 mg); Niederschlag: N 0,96 mg; Filtrat: 
N 3.13 mg. 


Literatur. 
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Uber den Oxydationsmechanismus des sympathischen Gewebes. 


Von 
St. Huszak. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 27. Juni 1932.) 


Aus der Pflanze sind uns drei Oxydationssysteme bekannt, das 
(‘ytochromsystem, das Hexoxydase- (Peroxydase-?) System und das 
Phenoloxydasesystem. Diese drei Systeme sind nicht gleichmabig tber 
alle Gewebe verteilt, sondern treten je nach Art des Gewebes und nach 
Art der Pflanze einzeln in den Vordergrund. Man sollte @ priori er- 
warten, daB in einem so fundamentalen ProzeB, wie der Zellatmung, 
zwischen Tier und Pflanze kein Unterschied besteht. Die Unter- 
suchungen des letzten Jahrzehnts, namentlich die Angaben von 
Warburg und Keilin vermitteln den Eindruck, daB sich im tieri- 
schen Gewebe nur ein System, das Cytochrom- (,,Atmungsferment”, 
,._Indophenoloxydase"’) System vorfindet. In letzter Zeit haben jedoch 
die Versuche von Szent-Gydrgyi und Svirbely den Beweis erbracht, dab 
die Hexuronsiure und somit auch wahrscheinlich das ganze Hex- 
oxydasesystem im tierischen Gewebe eine bedeutende Rolle spielt. 

Die Frage, die ich mir vorlegte, war die, ob nicht doch im tierischen 
Gewebe ein Phenoloxydasesystem vorkommt, und ob nicht auch beim 
Tier, wenn auch in beschrankterem Mae als in der Pflanze, in ver- 
schiedenen Geweben eine ahnliche Differenzierung der Oxydations- 
systeme vorliegt. Einen Hinweis in dieser Richtung schien die Tat 
sache zu geben, daB das Adrenalin mit dem Mittelglied, dem Phenol 
des Phenoloxydasesystems, chemisch sehr nahe verwandt ist. Wie 
das Mittelglied des Hexoxydasesystems, die Hexuronsiure, in der 
Nebennierenrinde in groBer Konzentration angetroffen wird, so findet 
man das Adrenalin im Nebennierenmark. 

Hinsichtlich der Frage, ob nicht das Phenoloxydasesystem auch 
im Tier eine Rolle spiele, lag es nahe, an erster Stelle an das mit dem 
Adrenalin verbundene sympathische Nervensystem zu denken. Nach 


der allgemeinen Auffassung entspringt das Nebennierenmark und das 
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gesamte sympathische Nervensystem genetisch derselben Gewebsanlage 
Das Nebennierenmark wird allgemein als ein Stiick des sympathischen 
Nervengewebes betrachtet. 

Es war also zu prifen, ob dieses sympathische Nervengewebe, 
sympathische Ganglien und Nebennierenmark, mit einem identischen 
oder mit einem verschiedenen Oxydationssystem arbeiten, wie die anderen 
Gewebe des tierischen Ké6rpers. 

Wie eingangs erwahnt, arbeiten, soweit wir wissen, alle Gewebe 
des tierischen Kérpers mit dem Atmungsferment Cytochrom (Indo- 
phenoloxydase-System). Zum Nachweis dieses Systems haben wir 
zwei Methoden: die spektroskopische und die chemische. Mit dem 
Spektroskop kann in verschiedenen Geweben das Cytochrom nach- 
gewiesen werden. Obwohl in verschiedenen Geweben der Nachweis 
des Cytochroms auf diese Weise gut gelingt, ist das Verfahren doch 
mit groBen Unsicherheiten verbunden, so daB man aus der Abwesenheit 
der Cytochrombinder nicht mit GewiBheit auf die Abwesenheit des 
Cytochroms schlieBen kann. 

Viel einfacher ist der Nachweis des Systems bzw. des Atmungs- 
ferments mit Hilfe der chemischen Methode. Bekanntlich vermégen 
alle tierischen Gewebe, die bis jetzt untersucht wurden, p-Phenylen- 
diamin mit groBer Intensitét zu oxydieren. Wie D. Keilin bewiesen hat, 
ist diese Oxydation die Wirkung des ,,Atmungsferments”, so daB sie 
als Reagens fiir dieses System gebraucht werden kann, Noch schéner 
und deutlicher ist die Reaktion, wenn man an Stelle des p-Phenylen- 
diamins nach Spitzer das sogenannte Nadi-Reagens! verwendet. Das 
oxydierte Diamin verbindet sich dann mit dem Naphthol zu einem 
tiefblauen Farbstoff, dem Indophenolblau. Darum wird das Ferment, 
das diese Oxydation bedingt, ‘auch Indophenol-oxydase auBer 
Atmungsferment oder Cytochrom-oxydase — genannt. 

Mit diesem ,,Nadi-Reagens kann also das System leicht nach- 
gewiesen werden. Wird ein tierisches Gewebe bei Gegenwart von Sauer- 
stoff in das Reagens eingelegt, so gibt sich sehr bald, binnen 1 bis 2 Min., 
der Oxydationsvorgang durch eine tiefblaue Verfarbung kund. Diese 
Verfairbung tritt noch etwas rascher auf, wenn man erst durch Waschen 
mit Wasser die Wasserstoffdonatoren des Gewebes ausspiilt. Sehr er- 
leichtert wird das Arbeiten durch den Umstand, daB die Gewebe ge- 
froren und somit auch am Mikrotom geschnitten werden kénnen, ohne 
ihre Aktivitat einzubiiBen. Dies erméglicht das Arbeiten unter Standard- 
bedingungen, da aus den verschiedenen Geweben Schnitte gleicher 
Dicke hergestellt werden kénnen. 


1 


Das Reagens wird stets frisch durch Mischen gleicher Teile folgender 
Lésungen hergestellt: m/100 Dimethylparaphenylendiaminhydrochlorid, 
m/100 «-Naphthol in 50°,igem Alkohol plus 0,25°,, NaHCO. 
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Bei unseren Versuchen wurden die Gewebe gefroren, am Mikrotom 
geschnitten und dann in m/15 Phosphat von py7,2 eingelegt, dem 
lio Teil Nadi-Reagens zugesetzt wurde. In einigen Versuchen wurde 
das Gewebe auch mit Sand zerrieben und dann so mit Phosphat und 
Reagens versetzt. 

L&aBt man das Reagens lange an der Luft stehen, so blaut es sich lang- 
sam von selber. Der blaue Farbstoff ist dann imstande, alle eingelegten 
Partikel, wie z. B. auch Filterpapier, einigermaBen anzufarben. 

Ist ein Gewebe, z. B. Muskel, anwesend, so zeigt sich die Verfarbung 
schon binnen wenigen Minuten, und das Gewebe nimmt bald eine tief- 
blaue Farbe an. Am intensivsten fand ich die Reaktion mit Muskel- 
gewebe, wo auch spektroskopisch das meiste Cytochrom gefunden werden 
kann. Dann folgte Leber, Niere, Nebennierenrinde, sensorische Ganglien- 
zellen, die graue Substanz des Gehirns. Diese Befunde stehen in guter 
Ubereinstimmung mit den Angaben der ausgedehnten Literatur iiber 
die para-Phenylendiamin-oxydation. 

Nun erhebt sich die Frage, ob Nebennierenrinde und sympathische 
Ganglien gegeniiber den obigen Geweben einen auffallenden Unter- 
schied in der Nadi-Reaktion ergeben 

Die Versuche wurden zunachst mit Gefrierschnitten ausgefiihrt. 
Als Material diente die Nebenniere des frisch geschlachteten Kalbes 
sowie der Katze und des Meerschweinchens. Die sympathischen Ganglien 
stammten von einige Stunden bis einen Tag alten menschlichen Leichen 
Stets wurden zum Vergleich von derselben Leiche auch sensorische 
Ganglien entnommen. Diese letzteren gaben stets eine intensive Re- 
aktion, was mit der allgemein bekannten S*abilitaét der Indophenol- 
oxydase ibereinstimmt. 

Das Ergebnis unserer Versuche ist, daB weder das Nebennieren- 
mark, noch die sympathischen Ganglienzellen Indophenoloxydase in 
nachweisbaren Mengen enthalten. Die Blauung war mit diesen Geweben 
dieselbe wie in den Kontrollversuchen, wo nur Filtrierpapier dem Reagens 
zugesetzt wurde. 

Der durchgreifende Unterschied kann am _ besten demonstriert 
werden, wenn man ganze Nebennierenschnitte untersucht, die Mark 
und Rinde enthalten. Wahrend sich die Rinde in wenigen Minuten 
tiefblau farbt, bleibt das Mark ganz farblos, abgesehen von den zer- 
streuten Inseln des eingebetteten Rindergewebes. Die gefairbte Rinde 
und das ungefarbte Mark trennen sich mit scharfer Grenze. 

Ebenso negativ war auch das Ergebnis mit den sympathischen 
Ganglien. Um die unwahrscheinliche Annahme auszuschlieBen, da 
das negative Resultat einer mangelhaften Permeabilitat fiir das Reagens 
zuzuschreiben sei, wurde das Gewebe auch mit Sand zerrieben, ergab 


aber auch so ein negatives Resultat. 
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Somit kann gesagt werden, daB das Nebennierenmark und di 
sympathischen Ganglien in scharfem Gegensatz zu den anderen unter- 
suchten Geweben stehen, indem sie keine Indophenoloxydase enthalten. 
Auch waren wir nicht imstande, in diesen Geweben Cytochrom spektro- 
skopisch nachzuweisen. Es zeigt sich also, daB eine den pflanzlichen 
Geweben ahnliche Differenzierung der Oxydationssysteme nach Art 
des Gewebes auch im Tiere vorkommt, und da das sympathische Ge- 
webe mit einem anderen Oxydationssystem als die anderen Gewebe 
arbeitet. Ob dieses System nun tatsachlich ein Phenoloxydasesystem 
ist, in dem das Adrenalin als Mittelglied fungiert, sei der Gegenstand 
spaterer Arbeiten. 

Zusammenfassung. 


Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Geweben (Muskel, 
Leber, Niere, Nebennierenrinde, sensorische Ganglienzellen, graue 
Substanz des Gehirns) enthalten sympathische Ganglien und das mit 
ihnen genetisch verwandte Nebennierenmark kein ,,Cytochrom-Atmungs- 
ferment*’ (Indophenoloxydasesystem). 
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Studien tiber Emulsinwirkung. I. 
Spaltung von 3-Methyl-pentanol-l-3-d-glucosid mittels Emulsin. 


Von 
Stig Veibel und Erna Bach. 


Aus dem chemischen Laboratorium der Universitét und dem _ pflanzen 
physiologischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule in 
Kopenhagen. ) 
(Eingegqangen am 27. Juni 1932.) 

Vor einigen Jahren haben C. Neubera, K.P. Jacobsohn und 
J. Wagner’ gezeigt, daB man in der fermentativen Spaltung von Gluco- 
siden eine Methode zur teilweisen Trennung racemischer Alkohole in 
ihre optisch-aktiven Komponenten besitzt. Die genannten Autoren 
haben gefunden, daB, wenn man die Spaltung von d, |l-Menthol-, 
d,1-Borneol- oder d, l-Methyl-propyl-carbinol-f£-d-glucosid mittels 
Emulsin vor der vollstandigen Hydrolyse abbricht, man eine Aikohol- 
fraktion gewinnen kann, die hauptsachlich die eine der beiden stereo- 
isomeren Formen enthilt. Vollendet man nachher die Glucosid-spaltung 
durch erneute Emulsinzugabe, so enthalt die jetzt abgeschiedene Alkohol- 
fraktion vorwiegend das entgegengesetzt drehende Isomere. Am voll- 
standigsten gelang die Aufspaltung bei den hydroaromatischen Carbi- 
nolen (bis zu etwa 80°, Aktivierung), aber auch beim aliphatischen 
Carbinol war die Aufteilung betrachtlich. Den untersuchten Ver- 
bindungen gemeinsam war, daB das Zuckermolekiil der eine der vier 
Liganden des asymmetrischen Kohlenstoffatoms ist. 

Wahrend eines Studienaufenthalts im Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
Biochemie hat der eine von uns (Stig Vetbel) eine orientierende Unter- 
suchung der Emulsinspaltung des 2, 3-Brom-propanol-|-f-d-glucosids 
vorgenommen und gefunden, daB auch hier, wo das Asymmetrie- 
zentrum um ein Kohlenstoffatom von der Glucosid-bindung entfernt 
ist, das freigemachte Aglykon nicht vollkommen inaktiv ist ; der optische 


1 ©. Neuberg, K.P. Jacobsohn u. J. Wagner, Fermentforschung 10, 
492, 1929: Ch. C. 1929, IT, 2050. 
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Xeinheitsgrad des freigemachten Dibrom-propylalkohols wurde jedox 
nicht genau festgestellt. 

Um einen Fall zu untersuchen, wo das Asymmetriezentrum nox 
weiter von der Glucosidbindung entfernt ist, haben wir das 3-Methy 
pentanol-l-£-d-glucosid (Hexyl-glucosid) dargestellt und dasselbe mit 
tels Emulsin gespalten. Das Ergebnis war das gleiche wie in den bishe 
untersuchten Fallen: durch die Spaltung wurde der Hexylalkohol teil 
weise in die beiden aktiven Komponenten aufgeteilt; die Drehung des 


nach 62°,iger Spaltung isolierten Alkohols betrug 0,20°, die des 
nach erneuter Emulsinzugabe und vollstandiger Spaltung isolierte1 
Alkohols dagegen —0,57°. (Drehung der optisch reinen Isomeren, aus 
romischem Kamillen6l dargestellt!, + 8,77°.) 


Bemerkenswert scheint uns, daB die unspezifische Hydrolyse des 
Glucosids gezeigt hat, daB bei der Bindung des Hexylalkohols dir 
linksdrehende Form die bevorzugte ist, wahrend man den Spaltungs 
versuchen entnehmen kann, daB die Hydrolysegeschwindigkeit det 
rechtsdrehenden Form gréBer ist als die der linksdrehenden Form. 

Die Untersuchung der enzymatischen Spaltung dieses Glucosids 
sowie die Spaltung der beiden isomeren Glucoside 2-Methyl- und 


-Methyl-pentanol-l-$-d-glucosid wird fortgesetzt. 


Versuchsteil. 
Darstellung von 3-Methyl-pentanol-1. 

Kaufliches racemisches 2-Methyl-butanol-1 wird mittels HBr in 
das entsprechende Bromid iibergefiihrt und dieses durch fraktioniert: 
Destillation von isomeren Bromiden getrennt. Die Fraktion von 
Kp. 117 bis 120° wurde als 2-Methyl-l-Brom-butan betrachtet. 

280 g Bromid wurden nach der gewéhnlichen Grignard-Methodik 
in Pentyl-magnesium-bromid umgewandelt, die Grignard-Lésung in Eis 
gekiihlt und 55g durch Erwarmen depolymerisiertes Trioxymethylen 
zugeleitet. Nach beendeter Reaktion wurde mit Wasser und Salzsaur: 
gespalten, die Atherschicht abgetrennt und die wasserige Schicht 
nochmals mit Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte wurden 
mit gegliihtem Na,SO, getrocknet, der Ather abgedampft und det 
tiickstand einer fraktionierten Destillation unterworfen. Die Ausbeut: 
an 3-Methyl-pentanol-1] war ziemlich unbefriedigend, nur etwa 50 ¢g 
mit Kp. 150 bis 155°*, d. h. etwa 26% des theoretischen Wertes. 


1 D. Hardin, J. de chim. phys. 6, 584, 1908; Chem. Centralbl. 1908 
IT, 1861. 

* D. Hardin (j.c.) gibt fiir das rechtsdrehende Isomere den Kp. 151 
bis 152°, P. v. Romburgh (Rec. trav. chim. Pays-Bas 5, 219, 1886) fiir das 
selbe Isomere 154° an. 
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3-Meth yl-pentanol-1-f-d-qlucosid. 


185 g¢ Acetobromglucose wurden mit 60g 3-Methyl-pentanol-l sowie 
t 400 ccm tiber Natrium getrocknetem Ather ubergegossen. 125 g¢ Silber 
carbonat wurden zugesetzt: wenn die Kohlensaiureentwicklung nicht 
ehr stiirmisch war, wurde auf der Maschine geschiittelt, bis eine heraus 
enommene Probe keine Reaktion auf Bromionen mehr zeigte. Dann wurde 
filtriert, die Silbersalze mit Ather gewaschen und Filtrat nebst Wasch 
fliissigkeit im Vakuum (50°) eingedamptt. Der Riickstand wurde einer 
Wasserdampfdestillation unterworfen, um unverbrauchten Alkohol zu 
entfernen. Das Tetracetat wurde als Sirup gewonnen und als solcher nach 
den Angaben EF. Fischers und K. Raskes' mit Baryt verseift. Der Baryt 
berschuB wurde durch Einleiten von CO, beseitigt und die Lésung darauf 
klar filtriert. Dann wurde im Vakuum (50°) bis zum Sirup eingeengt, 
der Sirup in Alkoho] aufgenommen und mit Ather gefallt. Das Filtrat 
wurde wieder eingedampft, der sirupése Riickstand in Essigester gelést ; 
n in diesem Lésungsmittel unléslicher Rest wurde durch Filtration ent 
fernt. Beim Abdampfen des Essigesters blieb das Glucosid als ein Ol zuriick, 
welches nach einiger Zeit kristallisierte. Nach Umkristallisation aus Essig 
ester zeigte das Glucosid den Schmelzpunkt 85 bis 88°. Analyse: 0.0914 g 
Substanz: 0,1819 g CO,, 0,0746 g H,O. 


CysHisO,. Ber.: 4 54,50°., H 9,16 

(264,2) Gef.: C 54,28°,,, H SR: ym 
a 34.7° (0.6119 g in Wasser zu 25 cem geldst, «7 1, 70°, 
» 
). 


Ein Teil des Tetracetatsirups wurde durch unspezifische Hydrolyse, 
erst mit Kali, dann mit Schwefelséure, gespalten. Der in dieser Weise 
abgespaltene Alkohol zeigte sich als schwach lavogyr (0,6800 g in absolutem 
Alkohol zu 25cem_ geldst, «!7 0,06", 1 , a [a}}) 1,1°). Die 
Glucosiditizierung war also teilweise asymmetrisch verlaufen, wie das auch 
Neuberg, Jacobsohn und Wagner (a.a.O.) sowie F. v, Fatkenhausen und 
C. Neuberq? festgestellt hattem. t 


Spaltungsversuche. 





Versuch 1. Temperatur 36,9°. 

I. Hauptansatz II. Kontrolle a III. Kontrolle b 
2.95 ¢ Glucosid 1,00 g Glucosid 0,6 ¢ Emulsin 
0,6 ¢ Emulsin 0.25eem Toluol leem Toluol 

leem Toluol Wasser zu 60 ccm Wasser zu 175 cen 


Wasser zu 175 ecm 


Aus I und IIT wurden Proben zu 5 cem, aus II Proben zu 1 cem heraus- 
genommen und der freigemachte Zucker nach Lehmann-Maquenne bestimmt. 
In der nachstehenden Tabelle sind die Versuchsergebnisse verzeichnet. 
Die in 5cem der LésungI nach vollsténdiger Hydrolyse freigemachte 
Zucker verbraucht eine Menge der Kupfterlésung, die 17,26 cem n/10 Thio- 
sultat entspricht. 


1 BE. Fischer u. K. Raske B. 42, 1465, 1909. 
2 F.v. Falkenhausen wu. C. Neuberg, diese Zeitschr. 242, 482, 1931. 
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I II Ill 
aon Nag Spt N ( N ( 
Na, 5.0 , Na, 8.0 Nao S.0 
Std a2©203 Verbrauch M22 Verbrauch clin Verbrau 
ecem ecm cem 
0 36.85 —_ 36,85 36,85 
1 82.15 4.70 372 36,65 0,20 36,65 0,20 
2 27.70 915 52.9 36,55 0,30 36.75 0.10 


Nach etwa 2'/, Stunden wurde der Versuch I unterbrochen, der frei 
gemachte Alkohol abdestilliert (A), der Riickstand wieder auf 165 cen 
gebracht, 0,6g Emulsin hinzugefiigt und wieder in den Thermostater 
hei 36,9° gestellt. Die eingeklammerten Stundenzahlen beziehen sich auf 


die Kontrollen. 





I II i 
Nach N oO ae i. NaoS.0 N 0 
Std ose Verbrauch =. * Verbrauch iti “ Verbrau 
ecm 0 cem ecm 
0 (1149) 25,10 11,75 68,0 36,70 0.15 36.55 0,30 
5 (161/5) 20,60 16,25 94,0 36,65 0,20 36,55 0,30 
101/, (22) 20,35 16,50 95,4 36,75 0,10 36.60 0,25 


Nach Unterbrechung des Versuchs wurde der Alkohol mit Wasser 
dampf abdestilliert (B). 


Die beiden Wasserdampfdestillate A und B wurden mit Ather e1 


schépfend extrahiert. Der Atner wurde mit gegliihtem Natriumsulfat 
getrocknet, danach abdestilliert, und der Riickstand aus einem ganz kleinen 
Destilierkélbchen fraktioniert. Die Fraktionen itiber 130° wurden auf 


gefangen und polarisiert. 

A. Gewonnen wurden etwa 0.5 ccm, eventuell mit Spuren von Toluol 
gemischt, die im 1-dm-Rohr polarisiert wurden. «!* 0,03°. Der Alkohol! 
war also jedentalls rechtsdrehend. 

B. Hier wurden nur etwa 0,2 cem erhalten. Mit dem gleichen Volumen 
Alkohol gemischt war die Drehung im 1-dm-Rohr — 9,09°, [x]; also etwa 

0,18°. 


Versuch 2. Te mperatur 36,9". 





I. Hauptansatz II. Kontrolle a Ill. Kontrolle b 
10,03 g Glucosid 2,14 ¢ Glucosid 0,6 g Emulsin 
2g Emulsin Wasser zu 100 cem Wasser zu 75 ccm 


Wasser zu 600 cem 

Aus I und III Proben zu 5 cem, aus II Proben zu 2cem. Die in 5 cem 
der Lésung I nach vollstandiger Hydrolyse freigemachte Glucose vet 
braucht eine Menge der Kupferlésung, die 16,60 cem n/10 Thiosulfat 


entspricht. 
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I II Ill 
Nach 
Std. Na28205 Verbrauch Naz 8203 Verbrauch Na, 520 Verbrauch 
ccm cem ( m 

it 39,13 39,13 39.13 

oP 36.55 15.5 38.99 0,23 38.90 0.23 
1}/, 32.60 39,3 38,85 0.28 38,90 0,23 

2 30,55 51.6 





I nach etwa 2'/, Stunden unterbrochen und wie in Versuch | behandelt 


Die Spaltung nach neuer Emulsinzugabe weitergefiihrt. 





I II II! 
Nach 
Std Nay Sg Og Nay S203 Nag So Os 
ve Verbrauch . Verbrauch - Verbrauch 
ecm cecem ccm 
0(114/,) 28.89 10,33 62.1 38,75 O38 39,00 0.138 
12 (231/,) 23 45 15,68 94,4 38,95 0,18 38,80 0,33 


Nach Unterbrechung des Versuchs wurde der Alkohol mit Wasser 
dampf abdestilliert. 

Die Wasserdampfdestillate wurden wie oben verarbeitet. Gewonnen 
wurde: 

A. Etwa 2 cem mit Kp. 145 bis 150°. Beim Polarisieren im 2-dm-Rohi 
wurde eine Ablenkung von +0,33° gefunden. Da die Dichte des Alkohols 0,826 


ist (Hardin, 1. c.), ist [«]'/ 020°. 
B. Etwa ,8cem mit Kp. 140 bis 150°. a1? 0,47°, 1 he 
d 0,826, [a]}} 0,57° 


Die beiden Versuche haben’ also ubereinstimmend ergeben, daB ‘die 
zuerst abgespaltene Alkoholfraktion einen UberschuB8 der rechtsdrehenden 
Modifikation enthélt. Auch bei diesem Abstand zwischen Glucosidbindung 
und Asymmetriezentrum findet durch die enzymatische Hydrolyse eine 
Aufteilung des Aglykons statt. 





Quantitative Bestimmung 
des Reststickstoffs im Blute mittels des Stufenphotometers. 


Von 
Carl Urbach. 
(Aus dem physiologischen Institut der deutschen Universitat, Prag.) 


(Eingeqangen am 30. Juni 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Bedeutung einer genauen Reststickstoffbestimmung im Blute 
ist bekannt; es sei diesbeziiglich nur auf die monographischen Dar- 
stellungen von Lichtwitz (1), Rosenberg (2) sowie Strauf (3) verwiesen 
Gerade der Umstand, daB die am Blute bzw. Blutserum gewonnenen 
Befunde —- im Gegensatz zu den Ergebnissen der am Harn ausgefiihrten 
Funktionspriifungen Schliisse erméglichen, die nicht nur einen 
temporadren Funktiorfsstand der Nieren klaren, macht sie fiir die Diagnose 
und Prognose der Nephritiden und der nichtentziindlichen Nieren- 
erkrankungen unentbehrlich. Da diese fiir den geiibten Chemiker 
durchaus einfache Bestimmung dem chemisch minder Geschulten er- 
fahrungsgemaB Schwierigkeiten bereitet, wurde eine stufenphoto- 
‘metrische Reststickstoffbestimmung im Blute ausgearbeitet, die bei 
aller Einfachheit und Zeitersparnis die genaue Erfassung praziser Werte 
ermdéglicht. Ihr Prinzip ist, den Gehalt an Stickstoff des enteiweiBten 
Blutes nach direkter Nesslerisation des Gemisches stufenphotometrisch 
zu bestimmen (7). 

Da aber ein hoher Salzgehalt der Probe, wie aus den bereits in det 
vorangehenden Arbeit (4) geschilderten Beobachtungen hervorgeht, die 
erhaltenen Resultate infolge Triibung im Sinne allzuhoher Werte falscht, 
wurden als Grundlage der Eichkurven Ammoniaklésungen von entsprechend 
niedrigerer Konzentration hergestellt; auch wurde eine breitere Schicht- 
dicke vorgeschrieben, um so die nétige Menge des Aufschlusses zu _ ver- 
ringern und damit jeden etwaigen st6renden Einflu8 seitens der Elektrolyte 
zu vermeiden. 


Zur Aufstellung der typischen Farbkurve wurde daher eine Lé6- 
sung verwendet, die man folgendermaBen herstellte: 0,3147¢ reines, 
bei 100° getrocknetes Ammoniumchlorid wurden in 1 Liter destilliertem 
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Wasser! aufgeldst. 50 cem dieser Léosung wurden auf 500 cem mit destilliertem 
Wasser! aufgefiillt. Von dieser L6sung wurden 10 cem (1 cem dieser Lésung 
enthielt somit 0,01 mg NH, bzw. 0.0082 mg N) mit destilliertem Wasser! 
auf 100 ccm aufgefiillt, mit 1 cem Nesslers Reagens? versetzt. umgesch/.ttelt 
und nach 5 Minuten unter abwechselnder Vorschaltung aller Filt-r bei 
einer Schichtdicke von 30 mm gegen eine Kompensationsfliissigke it, die 
100cem destillierten Wassers ' und 
lcem Nesslers Reagens enthielt, 
um so dessen Eigenfarbe mit 
Sicherheit auszuschalten, photo 
metriert. Wie der in Abb.1 wieder 


gegebenen typischen Farbkurve 17 
zu entnehmen ist, soll mit Filter «._, / 





S 43 gemessen werden. Die ent- > 
sprechenden Durchlassigkeits y 
werte sind a.a.O.(5) zu finden. 15 
Da mit dem Stufenphoto 6 

meter bereits Veranderungen er 
° > ° 7% Vd, £ 60. £K w ¥ 
faBt werden, die dem freien Auge Welleniénge in mut 
entgehen, muBte die zu messende ’ , 

: Abb. 1 
gefarbte L6sung auch hinsicht 

i lic K I'vypische Farbkurve einer mit Ness/ers 

h de , then Konsts = 
lich der zeitlichen Kon tanz det Reagens gefarbten NH, Cl-Lisung, dic 
Farbe tuber prult werden. W ie der 101 m 0.l mg NH bzw. 0.0822 mg N 
Tabelle I entnommen werden nthalt. Gemessen gegen Kompensations 


nuUSSIgkKe 


kann, bleibt die vor Licht und 
Luft geschiitzte Farblosung noch durch 8 Stunden unverandert. wahrend die 
in die offene Kiivette einmal eingefiillte Probe bereits nach 22 Minuten eine 
photometrisch meBbare Vertiefung der sogenannten Farbintensitaét aufweist 


Tabelle I. 
Zeitveranderung einer gefarbten NH,Cl-Lésung, die in 101 ecem Lésung 


0.08223 mg N enthalt. (Cremessen gegen Kompensationsfliissigkeit 
Filter 8S 43. Schichtdicke 30 mm 








eit in } iuten : Je in Minuter 

ae — Ein- — E Negativer pow ya Ein. Dur a? Neg - sag 

fills die n “+ fiille ‘ die el ee as 
So Logarithmus ie by rithmus 
0 39.6 0.493 32 38,9 0.410 

2 39.6 0.403 42 38,6 0.413 

q 39.6 0.403 72 37,7 0.424 

10 39.6 0.403 102 47,2 0.429 

16 39.6 0,493 132 36.6 0.436 

0 39.6 0,403 162 35,9 0,445 

29 39.2 0.407 999 25.0 0.456 


1 Das verwendete Wasser mu tatsachlich ammoniakfrei sein, wobei 
zu beachten ist. daB das in groBen Laboratorien destillierte Wasser oft 
Spuren von Ammoniak enthalt, die sich durch eine Faérbung mit Nesslers 
Reagens verraten. In diesem Falle mu8 nach der von Treadwell (6) ge 
gebenen Vorschrift nochmals destilliert werden 

2 Das Reagens wird auf die bereits in der vorangehenden Arbeit ., Quan 
titative Bestimmung des Gesamtstickstoffs im Harn mittels des Stufen 


photometers* geschilderte Weise hergestellt 
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Die Messung ergab stets dasselbe Resultat, wenn man die Farblésung 
vor Licht und Luft geschiitzt aufbewahrte, ohne Riicksicht darauf, ob sie 
vor 5 Minuten oder 1, 2, ja 8 Stunden hergestellt wurde. Daher wurden 
alle Messungen innerhalb 20 Minuten durchgefiihrt. MuSte nochmals 
gemessen werden, so wurden die Farb- und auch die Kompensations- 
lésungen erneuert, d.h. den vor Licht und Luft geschiitzten Vorraten 
wiederum entnommen. 

Die Priifung des Lambertschen 


Gesetzes ergab, wie aus Abb. 2 zu 
ersehen ist, eine Gerade. 





Schichtaiche in mn 
Abb. 2 
Schichtdickenverinderung einer mit Nesslers Reagens gefirbten NH, Cl-Lisung, die in 101 cem 
0,1645 mg N enthilt. Gemessen gegen Kompensationsfliissigkeit. Filter S 43. 


Y 


un % 


Lurchlassighert 





a a a a 
mag N in 101 com Farblisung 





Abb. 3. 
direkten Ablesewerte der Durchlissigkeit einer mit Nesslers Reagens gefirbten 
NH, Cl-Lisung, die in 101 eem steigende Mengen N (0,0 bis 0,164 mg) enthilt 
Kompensationsfliissigkeit. Filter 8 43. Schichtdicke 30 mm. 
Werte: Oberhalb der Kurve Durchlassigkeit, 
unterhalb . - () = Stickstoff in mg 


Eichkurve der 


Gemessen gegen 


Zwecks Aufstellung der eigentlichen Eichkurven wurde eine Reihe 
von Ammoniumchloridlésungen, die pro 101 cem Lésung steigende Mengen 
(0,0 bis 0,16446 mg) N enthielten, verwendet, vorschriftsmaBig gefarbt 
und bei einer Schichtdicke von 30 mm unter Vorschaltung des Filters S 43 
gegen die oben angegebene Kompensationsfliissigkeit photometriert. 
Die direkten Ablesewerte sind in Abb. 3, die negativen Logarithmen der 
Durchlassigkeit in Abb. 4 und die Extinktionskoeffizienten! in Abb. 5 
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Extinktionskoeffizient ist der negative Logarithmus der Durch- 


lassigkeit, bezogen auf eine Schichtdicke von 10 mm. 
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zu finden. Wie Abb. 4 und 5 zu entnehmen ist, trifft das Beersche Gesetz 
fir vorliegende Versuchsbedingungen zu, so daB die Errechnung einer 
beliebigen Konzentration (c,) nach der Formel 

k, 
> Cy * 
2 1 k, 
méglich ist, wenn einmal k, und c, bekannt sind und k, bestimmt wird. 
Es wurden deshalb eine Reihe von Lésungen, die pro 101 cem 0,08223 mg N 


c 


ne 
Ls 





n 10) com Farblosung 





Abb. 4 
Eichkurve der negativen Logarithmen der Durchldssigkeit einer mit Ness/ers Reagens gefirbten 
NH, Cl-Lisung, die pro 101 cem steigende Mengen N (0,0 bis 0,164 mg) enthalt. Gemessen gegen 
Kompensationsfliissigkeit. Filter 843. Schichtdicke 30 mm 


Werte: Oberhalb der Geraden = Negative Logarithmen der Durchlissigke 
unterhalb . a () = Stickstoff in mg 
2? ay = ——————ee — 





0 a a gm” 16 18 


Or D/OSUNgY 


mg Nin 107 com 


Abb. 5 
Eichkurve der Extinktionskoeffizienten einer mit Nesslers Reagens gefirbten NH, Cl-Lisung, 
die pro 10lcem steigende Mengen N (0,0 bis 0,164 mg) enthalt. Gemessen gegen Kompensations- 
fliissigkeit. Filter S 43 
Werte: Oberhalb der Geraden Extinktionskoeffizienten, 
unterhalb , () Stickstoff in mg. 
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enthielten, vorschriftsmaBig behandelt und photometriert. Der errechnet« 
Mittelwert ergab bei einer Schichtdicke von 30mm unter Vorschaltung 
des Filters S 43 fiir D in Prozenten 39,55, was einem Extinktionskoeffi 
zienten von 4h, 0,1343 entsprach. Um auch Personen, denen die Um 
rechnung oder die Ablesung aus Eichkurven Schwierigkeiten bereiten sollte 
die selbstandige Verwertung ihrer Messungen zu ermdglichen, wurde eine 
entsprechende Tabelle fiir die direkte Ermitthung des gesuchten Stickstoff 
wertes in Milligramm ausgearbeitet (Tabelle IT). 

Zur EnteiweiBung wurde 10° ige Trichloressigsaure verwendet. Da 
die Reststickstoffwerte des Vollblutes nach den Befunden der meisten 
Autoren (Bang, Rosenberg, Strauss, Tschertkoff und viele andere) mit jenen 
des Serums fast iibereinstimmen, arbeitete man aus Griinden der Zeit 
ersparnis nur mit Vollblut; doch spricht selbstverstandlich nichts dagegen 
die vorliegende Bestimmung auch im Serum durchzufiihren. 


Zu der eigentlichen Reststickstoffbestimmung im Blute sind 
folgende Reagenzien erforderlich: 

1. 10° ige Trichloressigséure. 2. Konzentrierte Schwefelsaure. 3. Cer 
dioxyd (CeO,). 4. Kaliumsulfat (K,S0O,). 5. Kjeldahl-Lauge (33°. ig 
NaOH). 6. Nesslers Reagens!. 

Da selbst minimale Spuren von Ammoniak mit dem zur Verwendung 
gelangenden Nesslerschen Reagens eine Gelbfarbung ergeben, miissen 
die Reagenzien absolut ammoniakfrei sein. Es gelten also hinsichtlicl 
ihrer Brauchbarkeit alle bereits in der Methode zur Gesamtstickstoff 
bestimmung im Harn (4) geschilderten Vorschriften. 

An Apparatur sind erforderlich: 

Ein Stufenphotometer in der Standardausriistung fir klinische Unter- 
suchungen. 

Ein Kjeldahl-Kélbchen (50 cem). 

Je ein MeBkolben (200 und 100 cem) mit eingeschliffenem GlasstOpsel 

Ein Erlenmeyer-Kélbchen (50 ccm). 

Je eine geeichte Vollpipette zu 15, 10 und 5cem. 

Blaubandfilter Nr. 589, 11 cem Durchmesser (Firma Schleicher & Schiill 

Ein Bunsenbrenner. 

Hinsichtlich der Blutentnahme und -aufbewahrung gelten die iiblichen 
Vorschriften. Es ist nur darauf zu achten, daB der Glaszylinder, in welchem 
das Blut aufgefangen wird, nur die tatsachlich zur Gerinnungshemmung 
notwendige Menge von fein gepulvertem Kaliumoxalat, das ist also etwa 
10 mg pro 5cem Blut, enthalt. 


Bei der Reststickstof{bestimmung geht man dann folgendermaBen vor 


In ein Erlenmeyer-Kélbchen gibt man 20 cem 10°,iger Trichlor- 
essigsiure und fiigt unter langsamem Umschwenken des Kélbchens 


1 Die gegebene Vorschrift ist streng einzuhalten, da sonst Triibungen 
und Stérungen der Proportionalitéat zwischen Gelbfarbung und Ammoniak- 
gehalt eine exakte Messung illusorisch machen. 
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Trommelwert. 








A=N in Milligramm pro 101 cem Farblésung. 
Filter S 43. Schichtdicke 30 mm. 

D i D i D i D i 
15,6 0,1647 21.0 0,1384 30,8 0.1044 41.5 0,0780 
15,7 0,1641 21,2 0,1375 31,0 0,1038 42.0 0.0769 
15,8 0.1636 91.4 0.1367 31,2 0.1033 42.5 0.0758 
15.9 0,1630 21,6 0,1358 31.4 0.1027 43,0 0.0748 
16.0 0.1625 21.8 0.1350 31.6 0.1021 43.5 0.0738 
16,1 0.1619 22.0 0.1342 31.8 0.1016 44.0 0.0728 
16,2 0,1614 22.2 0.1334 32.0 01010 44.5 0.0718 
16.3 6.1608 22.4 0.1326 32.2 0.1004 45.0 0.0708 
16.4 0.1603 92 6 0.1318 32 4 0.0999 45.5 0.0698 
16.5 0.1597 22.8 0.1310 32.6 0,09%4 46.0 0.0688 
16,6 0,1592 23,0 0.1503 32.8 0.0988 46.5 0.0679 
16.7 0.1587 939 0.1295 33.0 0.0983 47.0 0.0669 
16.8 0.1581 23.4 0,1288 33.2 0.0977 47.5 0.0660 
16.9 0.1576 23.6 0,1280 33.4 0.9972 45,0 0.9651 
17.0 0.1571 23.8 0.1273 33.6 0.0967 48,5 0.0641 
17,1 0.1566 24.0) 0.1265 33.8 0,0962 49.0 0.0632 
17,2 0,1561 24,2 0,1258 34.0 0.0956 49.5 0.0623 
17,3 0.1555 24.4 0.1250 34,2 0.0951 50.0 0.0614 
17.4 0.1559 94.6 0.1243 34.4 0.9946 50.5 0.0606 
17.5 0.1545 24,8 0.1236 34.6 0,0941 51,0 0,0597 
17.6 0.1540 95.0 0.1229 34.8 0.0936 51.5 0.0588 
17,7 0.1535 25,2 0.1222 35.0 0,0931 52.0 0.0580 
17.8 0.1530 25.4 0.1215 35.2 0.0926 52.5 0.0571 
17,9 0.1525 25.6 0,1208 35.4 0.0922 53.0 0.0563 
18.0 0.1520 25.8 0.1201 35.6 0.0916 53.5 0.0554 
18.1 0.1515 26,0 0.1194 35.8 0.0911 54.0 0.0546 
18,2 0.1510 26,2 0.1187 36.0 0,0906 54.5 0.0538 
18.3 0.1505 96.4 0.1181 36.2 0.0901 55.0 0.0530 
18.4 0.1501 26.6 0.1174 36.4 0.0896 9.5 0.0522 
18.5 0.1496 268 0.1167 36.6 0.089] 46.0 0.0514 
18.6 0.1491 27,0 0.1161 16.8 0.0886 95.5 0.0506 
18,7 0.1486 27.2 0.1154 37.0 0.0881 57,9 0.0498 
18,8 0,1482 27,4 0,1148 37.2 0.0877 57.5 0,0490 
18,9 0,1477 27.6 0.1141 37,4 0.0872 58,0 0,0483 
19,0 0.1472 27,8 0.1135 37.6 0,0867 5S,5 0.0475 
19,1 0.1468 28.0 0.1128 37.8 0.0862 59.0 0,0468 
19,2 0.1463 28,2 01122 38,0 0.0858 59.5 0.0460 
19.3 0,1459 28,4 0.1116 38,2 0,0853 60,0 0.0453 
19.4 0,1454 28.6 0.1110 38.4 0.0848 61.0 0.0438 
19.5 0.1449 28,8 0.1104 38.6 0.0844 62.0 0,0424 
19.6 0.1445 29,0 0.1097 38,5 0,0839 63.0 0.0410 
19.7 0.1440 9992 0.1091 39.0 0.0835 64.0 0,03894 
19.8 0.1435 29 4 0.1085 39.2 0.0830 65.0 0.9382 
19.9 0.1431 996 0.1079 39.4 0.0825 66.0 0.0368 
20.0 0.1427 29,8 0.1073 39.6 0.0821 67.0 0.0355 
20.2 0.1418 30.0 0.1067 39.8 0.0817 68.0 0.0342 
90.4 0.1409 30.2 0.1061 40.0 0.0812 69.0 0.0329 
20.6 0.1400 30.4 0.1056 40.5 0.0801 70.0 0.0316 
20,8 0.1392 30.6 0.1050 41,0 0,0790 71,0 0.0303 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





D { D { D { D A 
72.0 0.0291 80.0 0.0198 87.0 0.0123 94.0 0.0055 
73,0 0,0279 81,0 0.0186 88,0 0.0113 95,0 0,0045 
74.0 0.0267 82.0 0,0176 89,0 0.0103 96.0 0.0036 
75.0 0.0255 83.0 0,0165 90,0 0,0093 97,0 0,0027 
76,0 0.0243 84.9 0,0155 91,0 0.0984 98,0 0,0018 
77.0 0.0232 85.0 0.0144 92.0 0.0074 99.0 0.0009 
78.0 0.0220 86.0 0.0134 93.0 0.0064 100.0 ff) 
79,0 0,0209 


5eem des mit einer geeichten Vollpipette entnommenen Oxalatblutes 
hinzu. Das Kélbchen wird mit einem trockenen Gummistépsel ver- 
schlossen, einige Zeit geschiittelt und der Inhalt durch ein trockenes, 
aschenfreies Faltenfilter (Schleicher & Schill Nr. 589) filtriert, wobei 
zu beachten ist, daB das ganze Gemisch auf einmal auf das Filter ge- 
bracht wird. Sind die ersten Tropfen des Filtrats tribe, so bringt man 
diese wieder auf das Filter, da nur ein wasserklares Filtrat verwendet 
werden darf. 15 ccm dieses so gewonnenen wasserklaren Filtrats (ent- 
sprechend 3ccm Blut) werden in ein 50 cem Kjeldahl-K6lbchen gebracht 
und mit 5cem konzentrierter Schwefelsiure, 0,01 g Cerdioxyd und 1 g 
Kaliumsulfat versetzt. Dann wird zuerst langsam, schlieBlich intensiver 
iiber einer Bunsenflamme erhitzt, bis die Lésung klar ist. Diese klare 
Lésung wird noch weitere 15 bis 20 Minuten erhitzt und nach dem 
Erkalten mit ammoniakfreiem Wasser in einen 200-cem-MeBkolben 
gespult. Nun wird unter steter Kiihlung mit der Ajeldahl-Lauge gegen 
Lackmus schwach alkalisch gemacht, mit ammoniakfreiem Wasser bis 
zur Marke aufgefillt, gut verschlossen, durchgemischt und durch ein 
aschenfreies Filter filtriert, wobei man die ersten als Waschfliissigkeit 
verwendeten 15 bis 20 ccm des Filtrats verwirft; 10 cem des klaren 
Filtrats gibt man in einen 100-cem-Me2Bkolben, fiillt bis zur Marke 
mit ammoniakfreiem Wasser auf, fiigt 1 ccm Nesslers Reagens 
hinzu, schiittelt um und photometriert nach 5 Minuten unter Vor- 
schaltung des Filters S43 bei einer Schichtdicke von 30 mm gegen 
eine Kompensationsfliissigkeit, die aus 100 ccm ammoniakfreiem 
Wasser und 1 ccm WNesslers Reagens besteht. Die Messung mul} 
innerhalb 20 Minuten durchgefiihrt werden, da nur innerhalb diese 
Zeit die zu messende Farbe konstant bleibt. Dem an der Meb- 
trommel abgelesenen Werte D entspricht in der Rubrik A_ der 
Tabelle II der in der photometrierten Lésung vorhandene Stickstoff- 
gehalt in Milligramm. 


Beispiel. Fiir den Aufschlu8 verwendet 3ccm Blut. Mit 10 ccm der 
alkalisch gemachten KAjeldahl-Lésung wurden 101 cem Farblésung_her- 
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gestellt. Trommelablesung 54 entspricht in der Rubrik A dem Werte 
0.0546 mg N. 

In 200 cem der Kjeldahl-Lésung. . . 1,092 mgN 

abziiglich Blindwert!. . ..... . 0,021 ,, N 

Ergibt pro 3cem Blut. ..... . %JlO07lmgN 

und pro 100 cem Blut 1,071 . 100/3 35,7 aa) ae 


Falls der Trommelablesewert kleiner als 16 ist, werden zur 
Farbung statt 10cem nur 5cem des <Aufschlusses verwendet und 
sonst wie angegeben verfahren. 

Die Genauigkeit dieser einfachen Methode demonstrieren einige 
in Tabelle III angefiihrte Vergleichsanalysen mit der alteren Titrations- 


methode. Tabelle III. 


Reststickstoffbestimmung. 





Stufenphotometrisch ritrimetrisch eds 





verwendetes Blut 


lut 








P (enteiweiBt) = E mos = 5 E = 
4 - BE og 2g &E = - 
Sa ze oz | S880 ze | 2: 
‘ . x + a 2 E 
1 2 30 0.15 1.083 36.10 8,0 1,099 36,33 0,23 
Hi 2 3,9 0,15 1,135 37,83 3,9 1118 37,26 0.57 
lil 2 3.0 015 0,933 31,10 3,0 0.915 30,50 0,60 
[IV 2 3.9 0.15 1,401 46,70 2.0 0.943 47.15 0.45 
Vii 2 3.0 0.15 1.317 43,90 3,0 1,322 44.06 0,16 


Zusammenfassung. 
Der N-Gehalt des enteiweiBten Blutes wird nach direkter Nessleri- 
sation des Gemisches stufenphotometrisch bestimmt. 


Lite: atur. 
1) L. Lichtwitz, Praxis der Nierenkrankheiten. Serlin 1932. 
2) M. Rosenberg, Die Klinik der Nierenkrankheiten. Leipzig 1927. 
3. H. Strauss, Die Nephritiden und nichtentziindlichen Nierenerkrankungen. 


Wien 1926. 4) C. Urbach, diese Zeitschr. 252. 292, 1932. 5) Dersetbe, 
Stufenphotometrische Absorptionsbestimmungen in der medizinischen 
Chemie. Wien 1932. 6) F. P. Treadwell, Kurzes Lehrbuch der analyt. 
Chemie. Leipzig 1930. Bd. I, 8. 73. 7) W. Autenrieth u. H. Taege, Miinch. 


med. Wochenschr. 69, 1141, 1922. 

1 Es ist notwendig. bei Verwendung frischer Reagenzien eine Blindprobe 
zur Bestimmung des Stickstoftgehalts durchzufiihren. Man geht hierbei 
wie oben beschrieben vor, nur nimmt man statt 15 cem Blutfiltrat 12 cem 
10° ige Trichloressigsiure und 3 ccm destilliertes Wasser. Vom Aufschlu8 
kann zur Faérbung mit Riicksicht aut die geringe Farbintensitat entsprechend 


mehr verwendet werden. 


Eine neue volumetrische Bestimmung des Natriums im Blutserum. 


Von 
Stefan Rusznyak und Ella Hatz. 


(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik 


der Kgl. Ungar. Franz-Josef-Universitat. Szeged.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1932.) 


Es zeigte sich schon seit langem das Bediirfnis nach einer schnellen, 
womoglich volumetrischen, Natrium-Bestimmungsmethode, die nicht 
nur zur Bestimmung kleiner Mengen Natriums geeignet, sondern auch 
in Fallen anwendbar ist, bei denen es sich um die Bestimmung des 
Natriums in organogenen Stoffen (z. B. Blutserum) handelt. 


Die bisher zumeist tiblichen Methoden von Kramer und Tisdall', 
ferner von Kramer und Gittleman? kénnen néamlich kaum als einwandfrei 
betrachtet werden, da wie allbekannt die Ausfallung des Natrium 
hydropyroantimoniats nicht quantitativ verléuft, was besonders im Falle 
geringer Natriummengen einen sehr groben Fehler verursachen kann. 
Ubrigens kann bei diesen Verfahren die stérende Wirkung von freier Saure 
(Ausfallung von amorpher Antimonséure!), ferner gewisser Kationen 
(z. B. Ca, Mg) nicht vernachlassigt werden *, so daB die Resultate auch schon 
deswegen keine exakte Giiltigkeit haben kénnen. 

In letzterer Zeit wurden mehrere Natriumbestimmungsmethoden 
bekannt, deren Prinzip auf der Abscheidung des Natriums als in wasserig 
alkoholischem Medium praktisch unlésliches Uranyl-magnesium-natrium- 
acetat oder Uranyl-zink-natrium-acetat beruht. Durch Wagung des Nieder- 
schlages oder volumetrische Ermittlung seines Urangehaltes konnte die 
Bestimmung des Natriums schon mit beruhigender CGenauigkeit vor sich 
gehen‘. All diese Methoden sind jedoch teils etwas zu langwierig fii die 


1 J. of biol. Chem. 46, 339, 1921. 
2 Ebenda 62, 353, 1924; siehe auch Rourke, ebenda 78, 337, 1926. 

3 Deshalb wurde von Balint (diese Zeitschr. 150, 424, 1924) die voran- 
gehende Veraschung des Serums vorgeschlagen. 

* Siehe die Methoden von A. Blanchetiére, Bull. soc. Chim. Fr. 33, 
807, 1923; A. Kling u. A. Lasieur, Brit. Chem. Abstr. 20, 3144, 1926; 
H.H. Barber u. J. M. Kolthoff, Zeitschr. f. anal. Chem. 76, 470, 1929; 
EB. Kahane, Bull. Soc. chim. Fr. [4], 47, 382, 1930; A. Nau, Zeitschr. f. anal. 
Chem. 73, 31], 1928; H. Gall u. K. H. Heinig, Chem. Centralbl. 1932, I, 710; 
F. J. Dobbins u. R. M. Byrd, J. Amer. chem. Soc. 53, 3288, 1931; EZ. R. 
Caley, ebenda 52, 1349, 1930; Grabar, Bul. Soc. de Chem. Biol. 11, 58, 1929. 








na 
Ni 
Lé 


> 
rf 


fii 
di 


Ce 


au 
Vi 
na 








Lik 








St. Rusznyak u. E. Hatz: Volumetrische Bestimmung d. Natriums usw. 415 


klinische Laboratoriumspraxis, teils aber nicht geeignet zur einwandfreien 
Bestimmung solch kleiner Mengen Natrium, wie sie in den in Betracht 


kommenden organogenen Stoffen enthalten sind. Durch R. A. MeCance 
und H. L. Shipp’ wurde zwar auf dem Prinzip der Abscheidung des 
Natriums als Uranyl-zink-natrium-acetat beruhend ein kolorimetrisches 


Vertahren ausgearbeitet, das zur Bestimmung sehr kleiner Mengen Natrium 
wohl geeignet erscheint, doch ist diese Methode nicht frei von den bekannten 
Nachteilen der kolorimetrischen Methoden. 

Es gelang uns, eine volumetrische Natrium-Bestimmungsmethode 
zu finden, die nicht nur ein schnelles Arbeiten gewahrleistet, sondern 
sich auch durch ihre erprobte grobe Genauigkeit auszeichnet. 

Unsere Methode ist auf die Anwendung des von J. M. Koltho//? 
vorgeschlagenen speziellen Reagens fiir Natrium gegriindet. Dieses 
Reagens besteht aus einer wasserig-alkoholischen Lésung von Urany!- 
und Zinkacetat und weist ein ziemlich stark ausgepragtes spezifisches 
Verhalten gegeniiber Natriumionen auf. 

Das Prinzip unseres Verfahrens kann kurz in folgendem zusammen- 
gefaBt werden: Die zu untersuchende Lésung wird im Uberschu8 mit 
dem Uranylreagens versetzt. Nach ungefaihr halbstiindigem Stehen 
ist dann die quantitative Abscheidung des Natriums als Uranyl-zink- 
natrium-acetat [(U O,),ZnNa (CH,COQ), . 6 H,O] sicher vollendet. Der 
Niederschlag wird nun in heiBem Wasser gelést und in der wasserigen 
Lésung das Uranylion volumetrisch bestimmt. Zur volumetrischen 
Bestimmung des Uranylions dienen zwar mehrere Methoden, doch kénnen 
fiir unsere Zwecke selbstverstandlich nur diejenigen in Betracht kommen, 
die eine Mikrobestimmung des Lranylions erméglichen. Wir konnten 
unter den bekannten Bestimmungsarten keine geeignete Schnellmethode 
finden. Da das Uranylion aus schwach saurer Lésung auf Einwirkung 
von Hydrophosphationen quantitativ als Uranyl-hydrophosphat aus- 


fallt. versuchten wir auf diesem Wege also durch Bestimmung des 
> > ° ° . 
Uberschusses der Phosphationen die Frage zu lésen, was uns auch 


tatsichlich gelang. Die volumetrische Bestimmung des Phosphations 
kann mit Hilfe einer Uranylacetatl6sung vorgenommen werden, wobei 
Cochenille als Indikator benutzt wird. 

Diese Art der Phosphatbestimmung wurde schon durch F. Repiton® 
ausgearbeitet ; die richtige Deutung derartiger Indikationen wurde aber erst 
viel spéter durch K. Fajans und O. Hassel* gegeben. Laut Poilak® gehért 
namlich die Repitonsche Phosphatbestimmung ebenfalls in die Reihe det 
Fajansschen Indikationen. 


1 


siochem. J. 25, 449, 1931. 

2 Zeitschr. f. anal. Chem. 70, 397, 1927. 

3 Chem. Centralbl. 1907, IT, 2078. 

* Zeitschr. f. Elektrochem. 29, 495, 1923. 

5 L. Pollak, ..Fajans-féle titralasi mdédszerek*‘, S. 24. Szeged 1931. 
(In ungarischer Sprache verfaBte Dissertation.) 
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Der Verlauf der bei unserem Verfahren sich abspielenden Reak- 
tionen kann durch folgende Gleichungen wiedergegeben werden: 

I. (UO,);ZnNa (CH,COO), + 4Na,HPO, = 3(UO,)HPO, + ZnHPO, 
-9CH,.COONa. 
II. Na,H PO, + (UO,) (CH,;COO), = (UO,)H PO, + 2CH,.COONa. 

Wir kénnen aus der ersten Gleichung herauslesen, daB vier Mol- 
gewichte Dinatriumhydrophosphat einem Atomgewicht Natrium ent- 
sprechen. 1lecem m/20 Dinatriumhydrophosphatlésung ist demnach 
0,287 mg Natrium aquivalent. 

Die Anwendbarkeitsbedingungen des Kolthof{fschen Reagens wurden 
schon von anderer Seite weitgehend geklart, so daB es uns iiberfliissig 
erschien, auf derartige Untersuchungen einzugehen. Vollstandigkeits- 
halber sei hier erwahnt, daB die Gegenwart von Ca, Mg, Sr, Ba, Fe, 
NH,, Li und K (letzteres bis zur 30fachen Menge des anwesenden 
Natriums) die Bestimmung nicht schadlich beeinflussen. Sind in der 
Lésung des Natriumsalzes stérende Komponenten vorhanden (z. B. im 
Blutserum), so miissen diese vor der Abscheidung des Natriums ent- 
fernt werden. Da im zur Natriumbestimmung vorbereiteten Blutserum 
Phosphate anwesend sind und diese mit dem Natrium zusammen (als 
Uranylphosphat) ausfallen wiirden, so muB man fiir ihre vorherige 
Abscheidung stets Sorge tragen. Dies kann am zweckmabigsten mit 
einer alkoholischen Zinkacetatlésung geschehen. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 
I. Erforderliche Reagenzien. 
. Pa = % = -- r, 

1. Alkoholische Zinkacetatlésung'. Da das kaufliche Zinkacetat stets 
immer auch etwas Natrium enthalt, ist es zweckmaéBig, die Bereitung des 
Reagens folgenderweise vorzunehmen: Man scheidet aus einer heiB ge 
séttigten wasserigen Lésung von Zinksulfat (pro anal.) in der Siedehitze 


mittels iiberschiissigem Ammoniumhydroxyd (D 0,880) einen Nieder 
schlag von Zinkhydroxyd eb. Der Niederschlag wird filtriert, auf det 


Porzellannutsche mit heiBem Wasser gewaschen und schlieBlich schart 
abgesaugt. Nun wird der Niederschlag portionsweise in 12'/, eem Eisessig 
eingefiihrt, und zwar in geringem UberschuB8. Die so gewonnene stark 
konzentrierte Zinkacetatlésung wird filtriert und ihr Volumen mit Wasser 
auf 100cem erganzt. Diese Lésung wird mit 3ccm konzentriertem Am 
moniumhydroxyd und hierauf mit 300ccm 96°,igem Alkohol versetzt 

2. Uranyl-zinkacetatlésung*. 10g reinstes Uranylacetat und 30¢ 
Zinkacetat werden in 50 cem 4° ,iger bzw. 50 cem 2° .iger Essigséure heil 
gelést und die beiden Lésungen noch hei vereinigt. Man kocht abermals 
kurz auf und versetzt die Lésung, nachdem sie abgekiihlt ist, mit 100 cem 
96°.igem Alkohol. Das Reagens wird zweckmaéBig im Ejisschrank auf 
bewahrt. 


1 Vgl. R.A. McCance u. H. L. Shipp, a. a. O. 
2 J. M. Kolthoff, Zeitschr. f. anal. Chem. 70, 397, 1927. 
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3. Gesdttigte alkoholische Uran yl-zink-natriumacetatlésunqg. Man scheidet 
einen Acetatniederschlag (s. weiter unten) aus einer reinen Natriumchlorid 
lésung ab und suspendiert diesen nach wiederholtem Waschen am Filter 
mittels Alkohol in 96°,igem Alkohol, la8t stehen und dekantiert ode 
filtriert die klare Lésung ab. 


4. Cochenillelésung'. Man kocht ungefaihr 2 g Cochenillepulver mit 
100 cem Wasser am RiickfluBkiihler 1 Stunde lang, filtriert die Lésung 
noch heiB ab und versetzt das Filtrat nach Erkalten mit 50 cem 
96°,,igem Alkohol. 


5. m/20 Uranylacetatlésung. 


6. m/20 Dinatriumh ydrophosphatlésung. 


Il. Die EnteiweiBung des Blutserums. 


Die Vorbereitung des Blutserums zur Natriumbestimmung besteht 
aus einer EnteiweiBung, welche auf zweierlei Weise | 
Die einfachere Art ist, daB man die EiweiBstoffe mittels Trichloressigsaéure 
ausfallt und in der filtrierten klaren Lésung die Natriumbestimmung vor- 
nimmt. Da wir es aber fiir nicht ausgeschlossen hielten, daB mit den aus- 
gefallten EiweiBstoffen etwas Natrium in Verlust gehen kann, fiihrten wir 
an dem Serum auch eine ,,nasse Verbrennung** aus, bei der die ganze Menge 


a) und b)] erfolgen kann. 


des Natriums unbedingt verlustlos erhalten werden kann. Die auf beide 
Weisen erhaltenen Resultate stimmten untereinander sehr gut iiberein, 
was jedoch die Méglichkeit nicht ausschlieBt, daB in gewissen Fillen die 
Ausfallung der EiweiBstoffe Natriumverluste mit sich bringen kann. Dies- 
beziigliche Untersuchungen sind noch im Gange. 


a) 2cem Serum werden in einem MeBkolben von 10 ccm Inhalt mit 
5ceem 12° iger Trichloressigséure versetzt. Nach 5 Minuten Stehen wird 
mit Wasser bis sur Marke erganzt, griindlich durchgeschiittelt und durch 
ein trockenes Filter in ein trockenes Reagensglas tiltriert. 


b) 2cem Serum werden in einem ,,Duran‘‘-Reagensglas (etwa 
16 * 180mm) mit 1 cem konzentrierter Schwefelsiure versetzt und tiber 


siner kleinen Flamme bis zum Auftreten weiBer Schwefelsiuredimpfe 
erwarmt. Man la8t ein wenig abkiihlen und setzt nach Zugabe von 6 Tropfen 
konzentrierter Salpetersiure (D = 1,42) das Erwarmen wiederum bis 
zum Auftreten der stechend riechenden weiBen Schwefelséiuredimpfe 
fort. Diese Operation wird nun zwei- bis dreimal wiederholt, bis eine voll 
kommen klare, schwach gelblich gefarbte Lésung entsteht. SchlieBlich 
wiederholt man das Erwarmen nach Zugabe von zwei bis drei Tropfen 
Wasserstoffperoxyd (Merck, pro anal., unkonserviert!) noch zweimal nach- 
einander, wobei immer bis zum ‘Erscheinen der Schwefelsiuredimpfe 
erwarmt wird. Nach vollstandigem Abkiihlen wird an der Miindung des 
Reagensglases von auBen eine ganz diinne Schicht Vaselin aufgetragen 
und hierauf die Lésung durch einen Kapillartrichter in einen MeBSkolben 
von 25cem Inhalt iibergossen. Man spiilt das Reagensglas mittels einer 
diinnstrahligen Spritzflasche fiinf- bis sechsmal mit je 2 bis 3 cem Wasser 
aus und fiihrt die Waschfliissigkeiten ebenfalls in den MeBkolben ein. Die 
Lésung wird mit Wasser bis zur Marke erganzt. 


1 F. Repiton, a.a. O. 


418 St. Rusznyak u. E. Hatz: 


Ill. Die Entfernung der Phosphate. 


2cem des nach a) oder b) vorbereiteten Serums werden in einen 


Zentrifugenréhrchen von 15 cem Inhalt mit 4 cem alkoholischer Zinkacetat 
lésung (1.) versetzt und 2 bis 3 Stunden stehengelassen. Nach kurzem 
Zentrifugieren werden aus der klaren Lésung 3ccm entnommen und in 


ein anderes Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. 


IV. Di Abscheidungd des Natriums. 


Die 3cem der vorher gewonnenen phosphatfreien Lésung werden mit 
Hilfe eines ganz diinnen Glasstabchens (dessen Benetzungsriickstand 
mit wenigen Tropfen Alkohol zur Lésung zuriickgewaschen wird) mit 
7cem Uranylreagens (2.) vermischt. Man 1laBt '/, Stunde im Eisschrank 
stehen, zentrifugiert und saugt die klare Lésung mit Hilfe eines diinnen. 
am Ende zuriickgebogenen Glasrohres ab. Der zuriickbleibende Nieder 
schlag wird in 5ccem geséttigter alkoholischer Uranyl-zink-natriumacetat 
lésung (3.) durch Schiitteln griindlich aufgeschwemmt, zentrifugiert und die 
klare Loésung wie vorher abgesaugt. Nun wird der Niederschlag 
mit 10 bis 15cem heiBem Wasser in ein Erlenmeyer-Kélbchen gewaschen 
und die so erhaltene Lésung nach Zugabe von 3 cem m/20 Dinatriumhydro 
phosphatlésung (6.) kurz aufgekocht. Nach Zusatz von zwei Tropfen 
Cochenillelésung (4.) wird noch in der Hitze mit m/20 Uranylacetatlésung (5. 
titriert. Cochenille bewirkt anfangs eine intensiv r6étliche Farbung. die. 
wahrend der Titration von einem griinlichen Stich begleitet, allmahlich 
heller wird. Der Endpunkt 1a8t sich nach einiger Ubung mit seiner 
ausgeprégt griinen Farbe sehr scharf beobachten. 

Die Titerstellung der Dinatriumhydrophosphatlé6sung geschieht un 
mittelbar mit einer aus Uranylacetat pro anal. mit gr68ter Sorgfalt be- 
reiteten m 20 Uranylacetatlésung Es sei hier bemerkt, da®B wir diese Titer 
stellung auch auf gravimetrischem Wege kontrolliert haben (Abscheidung 
des Phosphats als Magnesium-ammoniumphosphat und Wagung desselben 
als Magnesium-pyrophosphat) und einen mit dem volumetrisch ermittelten 
vollkommen iibereinstimmenden Faktor erhielten. Natiirlich muB8 auf die 
Reinheit des Uranylacetats groBes Gewicht gelegt werden. 


Die Berechnung. a) Da zur Ausfallung des Natriums schlieBlich 0,2 cem 
des Serums gelangen, mu8 der gefundene Wert mit 500 multipliziert werden, 
um die Menge des Natriums in 100 ccm Serum angeben zu kénnen. Die 
Berechnung wird demnach nach folgender Formel ausgefiihrt : 


(a.f b) 0,287 . 500 mg Na pro 100 cem Serum, 


wo ..a die Kubikzentimeterzahl der zugegebenen m/20 Dinatriumhydro 
phosphatlésung, ,.f** den Faktor derselben und ,.)** die Kubikzentimeterzah! 
der verbrauchten m/20 Uranylacetatlésung bedeutet. 


b) Es gelangten insgesamt 0,08 cem Serum zur Fallung des Natriums, 
so daB der gefundene Wert mit 8 dividiert und mit 10000 multipliziert 
werden muB, um die Menge des Natriums in 100 ccm Serum angeben zu 
kénnen. Die der Berechnung zugrunde liegende, etwas vereinfachte Forme! 
ist die folgende: 


(a. / — b) 359,32 mg Na pro 100cem Serum, 


wo die Bedeutung der Buchstaben dieselbe ist wie bei a). 
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Wir haben unsere Ergebnisse in den zwei unten angefiihrten 
Tabellen zusammengefaBt. 
Tabelle Z. 





NaCl-Lisung m/20 m/20 Uranyl- Gefunden Berechnet ubweichus 
Na, HPO, acetat Na Na - 
eem eem ecm mg mg my 
1 01 3 1.633 0,393 0.393 0,000 
l 01 3 1.640 0.390 0.393 0.0038 
y) 0.05 3 1.623 0.396 0.393 + 0,003 
2 0.05 3 1.623 0.396 0.593 + 0.003 
l 0,05 2 1,339 0.190 0.196 0.006 
1 0.05 2 1.297 0,202 0.196 + 0.006 
1 0.025 2 1.661 0.095 0,098 0,093 
1 0.025 9 1.628 0.107 0.098 L 0.009 


In Tabelle I sind die Daten einiger Analysen zusammengestellt, 
die an einer reinen Natriumchloridlésung ausgefiihrt wurden. AuBer 
Bestimmungen, die an reinem Serum (nach vorangehender ,,nasser 
Verbrennung’ bzw. EnteiweiBung mittels Trichloressigsaure) ausgefiihrt 
wurden, haben wir auch Versuche angestellt, bei denen das Serum mit 
einer bestimmten Menge einer Natriumchloridlésung von bekannter 
Konzentration versetzt wurde. Wir haben die Daten dieser Versuche 
in Tabelle I] zusammengefaBt. 


Tabe lle oF. 





Serum , 
_nass Roel m 20 an ial Gefunden Berechnet 
ver- entei- NaC] Nag HPO, pia Na Na Abweichung 
brannt* Welbt 
ecm ecm ecm ecm 
0,2 5 2.636 0.338 
0,2 — 5 2 616 0.342 
0,2 — 5 2.667 0,335 
0,2 5 2.677 0.33 — 
0,2 5 2.955 6,294 
0.2 5 2.975 0,291 
0,08 — 5 4.194 0.289 
0,08 -- 5 4.153 0.394 
0.2 5 2,700 0.33 
0.2 - 5 2.680 0,333 
0,2 0.039 5 2,448 0,368 0.370 0.002 
_ 0.2 0.039 5 2.430 0,369 0.370 0.001 
0.2 5 2705 0.330 
0,2 5 2,766 0,321 - 
(0,2 0,078 5 2,225 0,399 0,403 0,004 
- 0.2 0,078 5 2.195 0.403 0.403 0.000 


Wie aus den Daten der zwei Tabellen ersichtlich, liefert unsere 


Methode vollkommen befriedigende und zuverlassige Resultate. 





Uber das System Aminokérper— Aldehyd— Wasserstoffakzeptor. 


Von 


Fritz Lieben und Victor Getreuer. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitét Wien.) 


(Eingegangen am 6, Juli 1932.) 


Vor etwa 1’, Jahren haben Molnar und der eine von uns! die 
fermentfreie Hydrietung von Methylenblau durch Aminoséuren sowie 
durch eine Reihe von Harnstoff- und Guanidinderivaten  studiert. 
Bei dieser Gelegenheit wurde unsere Aufmerksamkeit auf die inter- 
essanten Arbeiten von Haehn? gelenkt. Es wat hier ein System, bestehend 
aus einer Aminoséure und einem Aldehyd, einem Phosphatpuffer als 
Milieu und einer sehr verdiinnten Methylenblaulésung als Wasserstoff- 
akzeptor zusammengestellt, das, bei Erwirmung auf etwa 75°, eine 
rasche Entfairbung der blauen Lésung hervorruft; die Anwesenheit 
jeder Komponente ist fiir den positiven Ausfall der Reaktion unbedingt 
notwendig. Das System war durch Variation der einzelnen Versuchs- 
komponenten weiter ausgebaut worden, auch wurde die férdernde 
oder hemmende Wirkung von Zusatzen erprobt und ein Versuch ge- 
macht, den Reaktionsmechanismus zu deuten. Es wurde ferner darauf 
hingewiesen, daB ein derartiges, aus lauter ,,plasmophilen“ Stoffen 
bestehendes System auch in Zellen wirken kénne. Schon dieser letztere 
Hinweis lud zu naherer Betrachtung ein, zumal, wie die Autoren selbst 
(siehe z. B. Pilz, Dissert. S. 47) bemerken, der Reaktionsmechanismus 
noch ziemlich ungeklart erscheint. 


1 F. Lieben u. E. Molnar, diese Zeitschr. 232, 209, 1930. 

* H. Haehn, Zeitschr. f. Spiritusindustrie 47, 61, zit. nach Chem. 
Centralbl. 1924, I, 2784; H. Haehn u. A. Piilz, Chem. d. Zelle u. Gewebe 
12, 65, 1925, zit. nach Chem. Centralbl. 1925, I, 1213; siehe ferner Inaug.- 
Dissert. A. Pilz, Berlin 1927; H.Haehn, Zeitschr. f. angew. Chem. 39, 
1148, 1926. 
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F. Lieben u. V. Getreuer: Aminokérper — Aldehyd — Wasserstoffakzeptor. 42] 


Als die folgenden Versuche schon im Gange waren, erschien die Mit- 
teilung von Fischer u. Marschall’, in der die wichtige Beobachtung gemacht 
worden war, daB Aminoséuren die Aldolkondensation beschleunigen, wenn 
durch Pufferung die Reaktion in der Nahe des Neutralpunktes gehalten 
wird. Wir sahen, daB diese Reaktion offenbar neben dem Reaktionsablauf 
des obenerwaéhnten Systems einhergeht. 


Wir hielten uns zunadchst an die Versuchsanordnung von Haehn 
und Pilz und konnten deren Grundversuch voll bestatigen. Es wurde 
sodann eine griindliche Variation saimtlicher Versuchskomponenten, 
sowohl ihrer Qualitét wie ihrer Menge nach durchgefiihrt, da ja nur 
dieser Weg zu einer Erkenntnis des Mechanismus fiihren konnte; 
einige dieser Variationen hatten, wie gesagt, schon Haehn und Piilz 
vorgenommen. 


Zumeist wurden von den Aminosduren bzw. dem Amin 2,5 ccm 
in m 8 Lésung, 2,5 ccm Phosphatpuffer (aus Na, HPO, und KH,PO, 
nach Sdrensen*) vom py 7,25 und 7,8, vom Aldehyd ein Quantum, das 
2 Tropfen reinem neutralen Acetaldehyd von Kahlbaum entspricht, und 
1 cem Methylenblaulésung (Griibler fiir Bazillen) (1 : 20000) verwendet. 
Die Reaktion wurde in méglichst gleich dicken Eprouvetten angesetzt, 
die nach Vereinigung der Komponenten durch einen Kork wohlver- 
schlossen wurden, da an der Luft die Entfairbung bald wieder riick- 
gingig wird. Die Eprouvetten wurden nach VerschluB in ein Wasserbad 
eingesenkt, dessen Temperatur méglichst konstant auf 75° gehalten 
wurde. Erhéhung der Temperatur beschleunigt die Reaktion, Senkung 
derselben verz6gert sie. Das Bild des positiven Reaktionsablaufs mit 
den meisten Aldehyden war so, daB zuerst infolge Bildung von braunen 
Kondensationsprodukten die blaue Farbe der Probe in eine griine 
Mischfarbe iiberging, um schlieBlich eine braungelbe Farbe zu liefern; 
in dem Zeitpunkt, wo diese auftritt, wurde die Reaktion als beendet 
betrachtet. 

Einige Versuche in mit Glasschliff verschlossenen und _ voll- 
standig mit Fliissigkeit gefillten, also luftfreien Eprouvetten, zeigten 
den gleichen zeitlichen Verlauf der Reaktion wie die sonstigen 
Proben. 

Wir wollen nun die Versuchsergebnisse bei der qualitativen Ab- 
anderung der einzelnen Komponenten betrachten. Wir benutzten 
hierzu Praparate von Kahlbaum, Merck, Hoffmann-La Roche und 
Schuchhardt. 


1 FG. Fischer u. A. Marschall. Ber. 64, 2825. 1931. 


> 


2 (. Oppenheimer, Die Fermente 8, 616. 


422 F. Lieben u. V. Getreuer: 


1. Variation des Puttermilieus. 


Nachdem wir uns tiberzeugt hatten, daB Zusatz von Aminosaurs 
(Glykokoll) das pu des Puffers nicht verschiebt, wurden Phosphatpuffer 
vom pu 6,0 bis 8,4 untersucht. Haehn und Pilz hatten gefunden, daB bein 
pu 6,36 die Reaktion nicht mehr angeht und da dieselbe bei zunehmenden 


pu mit steigender Geschwindigkeit verlauft. Wir beobachteten, daB die 


Reaktion bei px 6,0 bis 8,4 nur in Gegenwart aller Komponenten vor sic] 
geht. Ausnahmen werden spiter erwahnt werden. Wir konnten ferne: 
die Methylenblauhydrierung auch mit Boratpuffer ausfiihren, wobei eine 
merkliche Verz6gerung gegen den Normalversuch mit Phosphat puffe: 
eintritt. Wir beobachteten ferner (da die Pufferserie hier weiter ins alkalische 
(iebiet reicht), daB bei PH 11 die Reaktion bereits ohne Amin durch den 
Aldehyd allein ausgelést wird. Fischer und Marschall (1. ¢.) fanden, dat 
auch die Aldolkondensation durch Aminoséiuren im  Boratpuffermilieu 
stattfindet. 
~) 


2. Variation der Aminokérper. 


Grundversuch. 





Phosphat putter Methylenblau- “nt bungs 
Glykokoll m/8 titi’ Acetaldehyd zusatz on = - 
— (1 : 20000) . 
ecm cem Pu Tropfen ecm Min 
2.5 2,5 7,8 2 1 9 
2,5 2,5 7,25 2 1 13 


Es wird nunmehr bei vleichbleibendem Phosphat puffer (2,5 eem 
Pu 7,8), Aldehydzusatz (2 Tropfen CH,COH) und Methylenblauzusatz 
(1 cem 1: 20000) lediglich die Art des Aminokérpers bzw. der Derivat« 
desselben geaindert. Wenn nicht anders vermerkt, erfolgt der Amino- 
kérperzusatz zu 2,5ccm in m/8 Lésung. 

Durchaus negativ waren die analogen Versuchsergebnisse mit Am: 
niumacetat, Harnstoff, Guanidin, Acetamid, Biuret, Kreatin, Hexamethylen 
tetramin, Sulfanilsdure und Succinimid. 


Ehe wir die der Tabelle I zu entnehmenden Resultate besprechen 
sei eine weitere Gruppe von Versuchen mitgeteilt, bei der jedoch nicht 
die Variation des Aminokérpers, sondern die des Aldehyds das aus 
schlaggebende Moment darstellt. Es werden wieder, wenn nicht anders 
angegeben, 2,5 ccm m/8 Aminokérper, 2,5 cem Phosphatpuffer py 7,% 
der betreffende Aldehyd in einer Menge, die ungefahr 2 Tropfen Acet- 
aldehyd (das sind 38mg) pro Mol entspricht, 1cem Methylenblau 


7 50 


(1: 20000) in dem Ansatz bei etwa 75° im Wasserbad erwarmt. Bei 
Propylaldehyd und den Zuckern tritt keine Verharzungsfarbe auf, so 
daB der Endpunkt der Reaktion durch vdéllige Entfirbung gekenn 
zeichnet ist. 
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Biochemische 


Substanz 


Glyko <ollath yl- 


ester 


a-Alanin- 


at} viester 


3- Alanin- 
ithylester 


d-Glutaminsaure 
d-Arginin 


d, | Phenylalan n 


1-Histidin 
Prolin 
Oxy prolin 


Methylamin 
Dimethylamin 
Athylamin 


Phenyiathvlamin 


Benzvlamin 


Zeitschrift 


Entfairbungsz 


6 Min 


Nach 2 Std 


Keine Entfarbung 


Nach 2 Std 


25 Min. 
15 Min. 


t 
i | 


grun 


td. grii 


grun 


8 bis 10 Min 


9 Min. 
11 Min. 


Band 252 


Anmerkungen 
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424 F. Lieben u. V. Getreuer: 
Tabelle I (Fortsetzung). 
Nr Substanz Entfirbungszeit Anmerkungen 
18 Colamin 13 Min. Chlorhydrat neutralisiert 
19 d, l-Serin /~ « 
20 n-Propylamin 13 Dasselbe. 
21 n-Butylamin 11 Neutralisiert 
22 Athylendiamin 15 Chlorhydrat neutralisiert be 
Pu 7,25 Entfirbung nach 
18 Min. 
23 Taurin i Neutralisiert 
24 Glucosamin 1 bis 2 Min. Chlorhydrat neutralisiert; di 
Entfarbung tritt hier aucl 
ohne Aldehydzusatz ein (in 
3 Min.) 
23 Anthranilsaure Nach etwa 70 Min. griin  Neutralisiert 
3. Variation der Alde hyde. 
Tabelle II. 
Nr Aminokérper Aldehyd Entfirbungszeit Anmerkungen 
l Glykokoll Acetaldehyd, 9 Min 
2 Tropfen 
2 Dasselbe Formaldehyd, Keine Auch mit 10 Tropfen 
2 Tropfen, 40°, Entfarbung HCOH, 40 ueine 
STi Entfirbung. 
(29 mg) 
3 a Ameisensaures Na, Dasselbe 
50 °,, 0,12 cem 
4 - Propylaldehyd, 11 Min. 
3 Tropfen 

5 Athylamin Dasselbe 50 Min. 

6 Phenylathylamin Dasselbe 14 bis 15 Min. 

7 Glykokoll Glucose 0,16 ¢ 45 bis 50 Min.  0,32cem,50°/); die Ent 
firbung tritt hier, wie 
auch bei Mannose und 
Galaktose, auch ohne 
Aminokorper ein 

8 Glykokoll Fructose 0,16 g 5 Min. Dasselbe; die  Ent- 

firbung tritt ohne Gly- 
kokoll bei Pu 7.8 in 
13 Min., bei Py 7,25 in 
25 Min. ein 
9 Dasselbe Glucosamin-HCl Sofort in der Siehe Tabelle I, Nr. 24 
neutralisiert, Kalte 
0,4ccm, 0,186 ¢ 
10 - Aceton, 3 Tropfen KeineEntfarbung 
11 Aldol, 0,076 g 6 Min. 
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Tabelle IJ (Fortsetzung). 
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Nr. Aminokoérper 


Aldehyd 


Entfairbungszeit 


Anmerkunger 





| wn . ‘ 
12 Glykokoll Acrolein, 3 Tropfen 3 Min. 
13 d, l-a-Alanin Dasselbe 3 
14. d-Glutaminsiaure 4.5 
15  Anthranilsaure -- Sarkosin, Betain und 
Harnstoff geben auch 
hier keine Entfirbung 
16 Glykokoll Crotonaldehyd, 3 Acetamid gibt keine 
0.07 oom Entfirbung 
17 d-a-Alanin Dasselbe 7 
i8 d, l-a-Alanin = 12 
19 'l-Asparaginsiure) Crotonaldehyd, 10 d, l-Asparaginstiure gibt 
- « keine Entfirbung 
0,07 eem 
20 d, |-a-Alanin- Dasselbe i «~ 
Cy H,-Ester 
21 d, 1-8-Alanin- a 4 
C, H,-Ester 
22 d, 1-Valin si Nach 40Min. griin 
23 ]-Leucin Nach 90 Min. griin 
24 Methylamin ” 3 Min. 
25 Athylamin " 8.5 
26 = n-Propylamin e S » 
27 Allylamin ‘ es Dargestellt nach 8. Ga- 
briel, Ber. 80, 1125, 
1896, aus Allylsenfil 
28 n-Butylamin . e ¢ 
29 Anthranilsdure a 15 


Besprechung der Ergebnisse der Tabellen. 

Betrachten wir zuerst den Einflu8 der chemischen Gruppen bei 
verschiedenen Aminokérpern und demselben Aldehyd. Die Notwendigkeit 
des Vorhandenseins einer freien Aminogruppe erhellt aus dem Versagen 
der Reaktion bei Sarkosin, Betain und Dimethylamin; doch ist die 
Anwesenheit dieser Gruppe nicht die einzige Bedingung fiir den 
positiven Ausfall, wie man aus den negativen Resultaten mit Harnstoff, 
Guanidin, Acetamid usw. ersieht. Eine Ausnahme bilden die Imino- 
kérper Prolin und Oxyprolin, die mit Acetaldehyd positiv reagieren; 
liegt jedoch die NH-Gruppe zwischen zwei CO-Gruppen wie im Succin- 
imid, so tritt die Reaktion nicht ein (s. unten). Wir bemerken ferner, 
daB das Eintreten einer Carboxylgruppe an Stelle eines H an dem den 
Stickstoff benachbarten C-Atom (s. unten) verzégernd wirkt; dies ist 
bei dem ersten Glied Methylamin— Glykokoll noch kaum wahrzunehmen, 


QR* 
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tritt aber bei den Paaren Athylamin—Alanin, Colamin—Serin deutlich 
hervor. Noch ausgeprigter wird die hemmende Wirkung der COOH- 
Gruppe, wenn schon eine zweite Gruppe im Mol vorhanden ist ; wahrend 
d,l-Alanin z.B. mit Crotonaldehyd Methylenblau in 12 Minuten 
hydriert, ist die d, l-Asparaginsaéure v6llig unwirksam. Auch der Vethyl- 
gruppe muB eine hemmende Wirkung zugesprochen werden, wie die 
Gegeniiberstellung Glykokoll—«-Alanin beweist. Wie schon Haehn und 
Pilz beim Alanin konstatierten, ist die optisch aktive Form stets rascher 
wirksam als die inaktive; so reagiert z. B. |-Asparaginsiure mit Croton- 
aldehyd in 10 Minuten. Einen férdernden Einflu®B auf das Reaktions- 
tempo hat die Veresterung der COOH-Gruppe; es sei auch darauf 
hingewiesen, daB die Carboxylgruppe dann am deutlichsten hemmt 
wenn sie der Aminogruppe unmittelbar benachbart ist: -Alaninester 
hydriert rascher als g-Alaninester usw. Wir kénnen andererseits 
beobachten, daB die Einfiihrung einer Phenylgruppe den Reaktions- 
verlauf beschleunigt; dies ist beim ersten Paar Methylamin— Benzylamin 
schon deutlich zu sehen (Tabelle I, Nr. 17), ebenso bei den Paaren 
Athylamin—Phenylathylamin und Alanin—Phenylalanin. Einen ahnlich 
beschleunigenden EinfluB hat der Eintritt der Hydroxylgruppe, wie 
man bei Gegeniiberstellung von Athylamin—Colamin, Alanin—Serin und 
Prolin—Oxyprolin wahrnimmt. Der Einflu8 der Lange der Kohlenstoj/f- 
kette wurde bei den Aminen untersucht. Es zeigte sich, daB Athylamin 


viel langsamer reagiert als Methylamin — EinfluB der eintretenden 
CH,-Gruppe in dem dem N benachbarten C-Atom —, daB aber die 


Retktionsgeschwindigkeit von da an wieder zunimmt, wenigstens 
steigt sie bis zum Butylamin; schlieBlich sei noch hervorgehoben, dat} 
das ungesdttigte Allylamin bedeutend wirksamer ist als das entsprechende 
gesittigte n Propylamin. 

Bei den Aldehyden wurde die Unwirksamkeit des Formaldeh yds 
(auch des Benzaldehyds), die Haehn und Piilz angeben, bestatigt; 
Propylaldehyd wirkt langsamer als Acetaldehyd, hingegen steigt das 
Tempo der Hydrierung iiber das des Acetaldehyds hinaus beim Aldol. 
Am schnellsten wirken die ungesittigten Aldehyde Acrolein und Croton- 
aldehyd ; d, 1-a-Alanin, das mit Acetaldehyd erst nach | bis 1'/, Stunden 
die griine Mischfarbe annimmt, zeigt mit Crotonaldehyd nach 12 Minuten, 
mit Acrolein sogar nach 3 Minuten die braune Farbe des Aldehyd- 
verharzungsproduktes; ahnlich verhalt es sich bei der d-Glutamin- 
sdure. Je rascher die Substanzen schon mit Acetaldehyd reagieren, um 
so weniger ausgesprochen ist die Beschleunigung durch den ungesattigten 
Aldehyd. Dieselbe kommt jedoch nur bei Stoffen zur Geltung, die mit 
Acetaldehyd, wenn auch langsam, doch iiberhaupt reagieren; Acetamid, 
Harnstoff, Sarkosin und Betain zeigen auch mit den ungesittigten 
Aldehyden keine Reaktion. Es sei nochmals hervorgehoben, daB, wie 
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wir uns durch Stichproben immer wieder iiberzeugten, fiir alle positiven 
Einzelversuche die Anwesenheit simtlicher Komponenten notwendig 
ist, damit die Reaktion eintritt. Nur das Glucosamin, das ja die Merk- 
male von Aldehyd und Aminokérper in sich vereinigt, vermag allein 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen das Methylenblau zu 
hydrieren. Ferner kénnen dies die Hexosen, Fructose (weitaus am 
schnellsten), Glucose, Mannose und Galaktose. Diese Fahigkeit scheint 
eine Besonderheit der Zucker zu sein, wahrend sich der Oxyaldehyd 
Aldol wie die anderen Aldehyde verhalt. 


Ehe wir die Versuche anfiihren, die die Variation der dritten 
Versuchskomponente, namlich des Wasserstoffakzeptors, betreffen, 
sei kurz itiber unsere Beobachtungen bei Veranderung der Menge der 
einzelnen Komponenten berichtet. Rechnet man auf 1 Mol Acetaldehyd 
ie 1 Mol Glykokoll und Methylenblau, so wiirden 38 mg (2 Tropfen) 
Acetaldehyd 64,8 mg Glykokoll und 322,6mg Methylenblau  ent- 
sprechen. Die von Haehn und Piilz und ebenso von uns in obigen 
Versuchen meist verwendeten Versuchsbedingungen ergeben auf 38 mg 
CH,COH 23,5 mg Glykokoll und 0,05 mg Methylenblau; es ist also 
der Aldehyd in fast dreifachem UberschuB gegen die Aminosdure, und 
beide erstgenannten Komponenten sind in einem gewaltigen UberschuB 
gegeniiber dem Akzeptor vorhanden. 


Variiert man die Aldehydmenge, so wird bei der Herabsetzung 
derselben die Entfarbungszeit bedeutend erhéht, bei Steigerung derselben 
verkiirzt (z. B. 4 'Tropfen Propylaldehyd 8 Minuten, 3 Tropfen 11 Mi- 
nuten, 2 Tropfen 22 Minuten, 1 Tropfen nach 1'/, Stunden griin), und ganz 
ahnlich macht sich die ausschlieBliche Anderung der Glykokollmenge 
geltend (z. B. mit je 2 Tropfen CH,COH: 2,5 ccm m/8 Lésung 8 Mi- 
nuten; 2,5 cem m/16 Lésung 15 Minuten; 2,5 cem m/32 Lésung 50 Mi- 
nuten; 2,5 cem m/64 Lésung nach 2 Stunden noch griin. Noch starker 
tritt die Verlangsamung der Reaktion hervor, wenn man beide Kom- 
ponenten quantitativ herabsetzt. Wahlt man z. B. hier das Mol- 
verhaltnis ]: 1, so hat man: 


a) 2,5eem m/3 Glykokoll 2,5 cem Puffer, px 7,8 1 ccm Methylen- 
blau + 2 Tropfen CH,COH, Entfarbungszeit 6 Minuten. 
b) 2,5ceem m/6 Glykokoll + 2,5 ccm Puffer, px 7,8 + 1 cem Methylen- 
blau + 1 Tropfen CH,COH, Entfarbungszeit 20 Minuten. 


Bei dieser Reaktionshemmung kommt es nur auf die Konzentrations- 
dnderung, nicht auf die Anderung der absoluten Menge an. Verwendet 


man statt 2,5 cem m/3 Glykokoll 5 cem m/6 Lésung, also die gleiche Menge 
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bei halber Konzentration, so steigt die Entfarbungszeit von 6 auf 9 Minuten, 
nimmt man hingegen statt 5cem m/6 Glykokoll 2,5cem m/6 Lésung, so 
bleibt die Entfarbungszeit 9 Minuten. 

Betrachten wir schlieBlich noch den Effekt der Steigerung der 
Methylenblaumenge, so sieht man wieder eine —- langsame — Zunahme 
der Entfairbungszeit. 

Mit je 2,5cem m/8 Glykokoll und 2 Tropfen CH,COH ergeben 
je leem Methylenblaulésung der 


Konzentration 1: 20000: Entfarbungszeit 9 Minuten 


1: 2000: ee 12 
1: 1LOOO: = 17 
i: 500: ea 19 
l: 200: es 36 
l: 100: i 55 


Uberblickt man die hier nur kurz angedeuteten Ergebnisse der 
quantitativen Anderung der Versuchskomponenten, so wird die Tat- 
sache, daB die Reaktionsdauer von der Variation der Aldehydkonzentra- 
tion ungefahr in demselben AusmaB beeinfluBt wird, wie von der Amino- 
kérperkonzentration, die Vermutung nahelegen, daB es sich um eine 
Reaktion zwischen diesen beiden Komponenten handelt und da das 
entstehende Produkt dann irgendwie Wasserstoff an den Akzeptor 
abgibt; viel weniger wahrscheinlich ist die andere Annahme, daf die 
Aminosiure katalytisch die Ubertragung des Wasserstoffs vom Aldehyd 
an den Akzeptor beschleunigt. Haehn und Piilz stellen sich die kata- 
lytische Wirkung der Aminosiaure in Form einer Spaltung von 2 Molekeln 
Wasser vor, von denen zwei H an das Methylenblau und zwei OH als 
H,O, an den Aldehyd treten. 


Die von uns angenommene Reaktion zwischen Aldehyd und Amino- 
siure setzt die Bildung einer sogenannten Schiffschen Base voraus, 
wodurch die Notwendigkeit einer freien Aminogruppe ersichtlich wird. 
An die Doppelbindung kann sich dann etwa 1 Mol H,O anlagern und 
schlieBlich 1 Mol Wasserstoff sich abspalten!, z. B. 


CH,NH, + OHCCH, = CH,N: CHCH, + H,O = CH,NH.CHOH.CH,. 
CH,.NH.CHOH.CH, + Akz. = CH,..NH.CO.CH, + Akz. H,. 


Man kann sich wohl vorstellen, wie das Eintreten gewisser Gruppen 
hier die Bildungsgeschwindigkeit der Schiffschen Base beeinfluBt. Um 


1 


Vgl. hierzu den analogen Mechanismus fiir die Dehydrierung der 
Fumarsaure iiber Apfelsiure und Oxalessigsiure bis zur Brenztraubensaure ; 
Literatur z. B. in EF. Abderhaldens Lehrb. d. physiol. Chem. 6. Aufl., 1931, 
5S. 560. 
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z. B. den hemmenden Einflu8 der 
Stickstoff zu illustrieren: 


CH,CH : NCH,CH, 
Schiffsche Base mit Athylamin 
Entfarbungszeit 25 Minuten. 


CH,CH : NCH,CH,OH 
Schiffsche Base mit Colamin 
Entfarbungszeit 13 Minuten. 


CH,CH: NCH,CH,COOR 


Schiffsche Base mit /-Alaninester 


Entfarbungszeit 11 Minuten. 
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Carboxylgruppe in Nachbarstellung zum 


CH,CH : NCHCH, 
COOH 
dasselbe mit x-Alanin ; nach 1!/, Stunden 


grun. 


CH,CH : NCHCH,OH 
COOH 
dasselbe mit Serin, 70 Minuten 


CH,CH: NCHCH,COOH 
COOH 
dasselbe mit d, l-Asparaginséure, keine 








Enttarbung. 


(Hier ist der Unterschied allerdings besonders groB, da beim /-Alanin det 
Ester vorliegt, der rascher reagiert als Alanin selbst (s. oben). 


Ahnlich steht es mit Phenyléthylamin und Phenylalanin usw. Auch 
die hemmende Wirkung der Methylgruppe neben dem N-Atom ist deutlich : 
CH,CH : NCH,COOH CH,CH: NCHCOOH 
Schiffsche Base mit Glykokoll, CH; 

Entfarbungszeit 9 Minuten. dasselbe mit «-Alanin; nach |’ /, Stunden 
griin. 


Es ist klar, daB diese Formelbilder nicht eine Erklarung, sondern nut 
eine Veranschaulichung der Tatsache liefern sollen, daB in Nachbarschaft 
zur Doppelbindung’ eingefiihrte Substituenten den Reaktionsablaut 
hemmend oder fordernd beeinflussen. 


Formaldehyd bildet mit Aminen, abweichend von den anderen 
Aldehyden, nicht Schiffsche Basen (vgl. Meyer-Jacobson, 1/1, 8. 753f.), 
und damit mag seine Unfahigkeit, bei der vorliegenden Reaktion mit- 
zuwirken, zusammenhangen. Dagegen scheint fiir die Wirksamkeit 
der voriibergehend gebildeten Schiffschen Base das Vorhandensein 
ungesittigter Bindungen, sowohl bei dem Aminokérper, wie beim 
Aldehyd besonders férderlich. Wir sahen die groBe Beschleunigung des 
Vorganges bei Verwendung von Acrolein und Crotonaldehyd. 


Bei Schitfschen Basen, wie CH,:CHCH:NR oder CH,CH 
: CHCH: NR oder etwa (Crotonaldehyd-—Allylamin, Tabelle 2, Nr. 27) 
CH,CH: CHCH: NCH,CH: CH, kann sich vielleicht die oben er- 
wihnte Wasseranlagerung und Wasserstoffabspaltung besonders leicht 
abspielen, da mehrere (konjugierte) Doppelbindungen hierfiir zur Ver- 
fiigung stehen. 


Auch bei Prolin und Oxyprolin ware durch Ubergang des N""' in N 


und Verschiebung eines H-Atoms die Bildung einer Schiffschen Base 
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moéglich; nicht méglich ist dieser Vorgang beim Succinimid, wo an den 


dem Imino-N benachbarten C-Atomen kein Wasserstoff vorhanden ist: 
CH, CHgy CH,—CH, 
| 
CH, CHCOOH CH CHCOOH + H,O 
NH + OHCCH, N CHCH, 


Um nun unsere Hypothese zu stiitzen, stellten wir nach Henry! 
aus Athylamin und Acetaldehyd die Schiff sche Base CH,CH,N : CHC H, 
vom Siedepunkt 48° her. Wir konnten uns nun iiberzeugen, daB dieser 
Stoff tatsdchlich ohne weiteren Zusatz die Reaktion bewirkt: 
1 Tropfen Schiffsche Base + 5ccem Puffer, pu 7,8, + 1 cem Methylen- 
blau, Entfarbung nach 8 Minuten, 
2 Tropfen Schiffsche Base + 5ccem Puffer, px 7.8, 1 ccm Methy!len- 
blau, Entfairbung nach 4 Minuten. 


(Vor dem Ansatz wurde die Base neutralisiert.) 


Da 1 Tropfen der Base ungefahr dem doppelten Quantum des 
normalen Ansatzes (Tabelle 1, Nr. 15) entspricht, 2 Tropfen dem vier- 
fachen, erklart sich daraus die erhéhte Geschwindigkeit der Reaktion. 
Wir glauben damit unserer Hypothese einen sehr hohen Grad von 
Wahrscheinlichkeit zusprechen zu diirfen. 


Il. 

Wir fiihren nun einige Versuche an, bei denen Methylenblau durch 
andere Akzeptoren ersetzt wurde. Haehn und Piilz geben u. a. an, daB 
sich Methylenblau durch den Farbstoff Malachitgriin nicht ersetzen 
laBt. Dies ist bei Anwendung des von diesen Autoren meist benutzten 
Propylaldehyds auch richtig, jedoch gelingt die Hydrierung in demselben 
Tempo wie bei Methylenblau mit Acetaldehyd, Crotonaldehyd (mit 
Glykokoll) sowie mit der vorhin besprochenen Schiffschen Base (ohne 
weiteren Zusatz). 

Die weitere Angabe von Haehn und Piilz, daB Glykokoll bei der 
Reaktion sich durch die Aminosaiure Cystin nicht ersetzen laBt, legte 
die Annahme nahe, daB diese Substanz, abgesehen von ihrer geringen 
Léslichkeit im neutralen Puffermilieu, selbst als Akzeptor fungiert und 
dadurch den Wasserstoff nicht an das Methylenblau treten laBt. Cystein 
wiederum reduziert Methylenblau bereits in der Kalte ohne Anwesenheit 
von Aldehyd. Die quantitative Bestimmungsmethode von Folin® 
gestattete es nun, die Entstehung der letzteren Aminosaure bei unserer 
Reaktion durch Hydrierung von Cystin quantitativ zu verfolgen. 


1 L. Henry, Bull. acad. de Belg. (3) 26, 200, 1893; 29, 23, 1895. 
2 O. Folin u. A. D. Marenzi, J. of biol. Chem. 88, 103 u. 109, 1929. 
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Da es sich aber herausstellte, daB Acetaldehyd den gebildeten blauen 
Farbstoff bei der Folinschen Methode reduziert, muBten wir die 
Reaktion mit Crotonaldehyd ausfiihren:; dies geschah z. B. in folgen- 
der Art: 


a) 2.5cem m/8 Glykokoll + 1,5 cem Puffer, po 7.8, + 1cem n NaOH 

lcem Cystinlésung (0,1°, mm n H,SQ,) + 0,07 cem 
Crotonaldehyd). 

b) 2,5cem m/8 Glykokoll 2,5ceem Puffer, pg 7.8, + leem Cystein- 

lésung (Chlorhydrat, neutralisiert 0,1°.) + 0,07 cem 


Crotonaldeh yd. 

In a) verrét sich das Eintreten der Reaktion durch die braune 
Verharzungsfarbe des Aldehyds, die nach 3 Minuten auftritt. Die 
Folinsche Reaktion ist gegeniiber derselben in b) im Verhaltnis |: 4 
abgeschwacht, es ist also etwa ein Viertel des Cystins hydriert worden; 
ohne Anwesenheit von Aldehyd tritt weder die Verharzungsfarbe, noch 
die Folinsche Reaktion auf. Es ergab sich auch eine deutliche Cystein- 
bildung nach Folin bei Ersatz von Glykokoll durch Methylamin oder 
Alanin, im letzteren Falle allerdings bedeutend schwacher als beim 
Glykokoll, in Ubereinstimmung mit den oben angefiihrten Methylenblau- 
versuchen. Beim Methylamin, noch mehr beim wieder langsamer 
reagierenden Athylamin, macht sich nach Ansatz der Folinschen 
teaktion eine Triibung stérend bemerkbar. 


Bei diesen Versuchen, in denen auBer der auftretenden Ver- 
harzungsfarbe — kein weiterer Farbstoff zugegen war, konnten wir 


genauer als es schon bei den Methylenblauversucken der Fall war 
wahrnehmen, da die braungelbe Farbe nur bei positivem Ausfall der 
Reaktion auftritt, die Verharzung also mit dem Vorgang der Hydrierung 
in Zusammenhang steht. Ferner bemerkten wir, daB die Verharzung 
um so langsamer eintritt, je mehr Cystin vorhanden ist. Am einfachsten 
ist da wohl die Erklirung, daB bei steigenden Mengen Akzeptor mehr 
Aldehydmolekeln mit dem Aminokérper zur Schiffschen Base zu- 
sammentreten miissen, um den Akzeptor zu hydrieren und daher 
weniger Aldehydmolekeln zur Harzbildung iibrig bleiben. Wie die 
beiden Reaktionen: Hydrierung des Akzeptors und Kondensation des 
iiberschiissigen Aldehyds (wohl unter katalytischer Mitwirkung der 
Aminosaure, siehe Fischer und Marschall, |. c¢.) zusammenhangen, 
wissen wir nicht. Man kiénnte an eine Hemmung der Aldehydverharzung 
durch die oxydierte Stufe des Akzeptors (Methylenblau, Cystin) denken, 
die bei dessen Hydrierung verschwindet. 

Erganzend sei noch bemerkt, das die von Haehn und Piilz erwahnte 
hemmende Wirkung der Chloride besonders bei Ammonchlorid hervor- 


tritt, von dem ein Zusatz von 21,4 mg zu dem Normalversuch Glykokoll 
Aldehyd—Methylenblau die Reaktionsdauer verdoppelt (19 Minuten). 
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\Vir dachten ferner daran, ob etwa die Bestrahlung einer 0,1 ©) igen 
Glykokollésung mit dem ultravioletten Licht einer Quarzquecksilber- 
dampflampe die Aminosiure -— abgesehen von der N H,-Abspaltung! 
derart ,,auflockert**, daB ihr Wasserstoff auch ohne Aldehyd an Methylen- 
blau abgegeben werden kénnte. Die Versuche bei zweistiindiger Be- 


strahlung mit der Quarzlampe in 15cm Distanz und Eiskihlung er- 


gaben jedoch keinerlei dahingehenden Effekt. 


Zusammenfassung. 


Es wird ein von Haehn angegebenes System, bestehend aus einem 
Aminokérper, einem Phosphatpuffer, einem Aldehyd und einem Wasser 
stoffakzeptor, das bei 75° im Wasserbad den Akzeptor hydriert, naher 
untersucht. 

1. Bei qualitativer Variation der Komponenten, Aminokérper 
einerseits und Aldehyd andererseits, und Verwendung von Methylenblau 
als Akzeptor zeigt sich, daB die Einfiihrung von Carboxyl- und Methy!- 
gruppen, zumal an dem dem Stickstoff benachbarten Kohlenstoffatom, 
auf die Entfarbungszeit verlingernd wirkt, wihrend umgekehrt ein- 
gefiihrte Phenyl- und Hydroxylgruppen die Reaktion beschleunigen. 
In dem Aminokérper muB die Aminogruppe frei sein, es reagiert aller- 
dings auch die Iminogruppe im Prolin und Oxyprolin. Im allgemeinen 
ist die Anwesenheit simtlicher Komponenten nétig; nur das Glucosamin 
und die Hexosen vermégen die Hydrierung ohne Zusatz eines Amino- 
kérpers zu bewirken. Der Phosphatpuffer laBt sich durch den — etwas 
verzogernd wirkenden -— Boratpuffer innerhalb des giinstigen py-Be- 
reiches ersetzen. Von den Aldehyden wirkt Propylaldehyd langsamer 
als Acetaldehyd; bedeutend heschleunigt wird die Reaktion durch 
Verwendung ungesattigter Aldehyde wie Acrolein und Crotonaldehyd. 
Acetaldehyd sowie die genannten ungesiattigten Aldehyde zeigen eine 
Verharzung des iiberschiissigen, an der Reaktion nicht teilnehmenden 
Anteils; Propylaldehyd und die Zucker zeigen diese Verharzung nicht. 

2. Eine Reihe quantitativer Versuche ergab bei Herabsetzung der 
Konzentrationen von Aminokérpern und Aldehyden eine Verlingerung, 
bei Steigerung derselben eine Verkiirzung der Versuchsdauer. Der 
Effekt ist bei Anderung jeder der beiden genannten Komponenten ein 
ziemlich gleich starker, so daB es nahe lag, an eine Reaktion zwischen 
Aminokérper und Aldehyd zu denken. Diese Annahme wird gestiitzt 
durch die Tatsache, daB eine aus Athylamin und Acetaldehyd bereitete 
Schiffsche Base tatsichlich unter den oben angegebenen Versuchs- 
bedingungen allein Methylenblau zu entfarben vermag. Man kann 
sich vorstellen, daB die Schiffsche Base an die doppelte Bindung Wasser 


1 Vol. F. Lieben u. F. Urban, diese Zeitschr. 239, 250, 1931. 
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addiert und dann Wasserstoff abgibt. Auch der in 1. besprochene 
férdernde oder hemmende EinfluB diverser Gruppen, ungesattigter 
Bindungen usw., laBt sich so deuten, daB diese Faktoren eben die Bildung 
der Schiffschen Base erleichtern oder hemmen. 

3. Methylenblau lat sich als Wasserstoffakzeptor durch Malachit- 
griin, ferner durch Cystin ersetzen. Im letzteren Falle wurde die Hydrie- 
rung dieses Stoffes zu Cystein durch Bestimmung des Cysteins nach 
Folin verfolgt; als Aldehyd war Crotonaldehyd, nicht aber Acetaldehyd 
verwendbar. Es wurde bei diesen Versuchen auch beobachtet, dal 
das Eintreten der Verharzung des Aldehyds mit dem Ablauf der 
Hydrierungsreaktion irgendwie verkniipft ist. Eine Auflockerung der 
Aminosauren durch Quarzlampenbestrahlung, so daB sie etwa dann 
ohne Aldehydzusatz Wasserstoff an einen Akzeptor abgeben, erfolgt 


nicht. 


Uber enzymatische Spaltungen der Malto- und Lacto-bionsiure. 


Von 


Carl Neuberg und Eduard Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Emil Fischer hat in seiner letzten Veréffentlichung!, in der die 
Spaltung der 8-Glucoside durch Emulsin behandelt wird, darauf hin- 
gewiesen, daf die Frage nach der enzymatischen Hydrolyse der Lactobion- 
sdure, die ihm nicht gelungen war?, einer erneuten Priifung zu unter- 
ziehen sei. Soweit uns bekannt, ist seither keine Untersuchung iiber 
die Angreifbarkeit der Lactobionsdiure durch pflanzliches Ferment vor- 
genommen worden. 

Die isomere Maltobionsdure konnte bislang durch ein Enzym der 
Hefe nicht zerlegt werden. Nach H. Pringsheim und F. Loew*® wirkt 
eine Fermentlésung, die sie nach R. Willstdtter und W. Steibelt* aus 
frischer Brauereihefe bereitet hatten, wohl auf Maltose und «-Methyl- 
glucosid, nicht aber auf die Disaccharidsiure ein. 

Da Abkémmlinge dev beiden genannten Disaccharide, in denen das 
Molekiil der Maltose sowie der Lactose ebenfalls in der reduzierenden 
Monosen-halfte kiinstlich verandert ist, dem EinfluB von f-Glucosidase 
wie von «-Glucosidase erliegen, war es auffallend, daB die zugehérigen 
Bionsaduren resistent sein sollen; denn von den genannten Fermenten 
werden einerseits Lactosazon® °, Lactal und Hydrolactal’, ferner Lactose- 
ureid® ,,8-glucosidisch“*, und andererseits Maltoson®, Maltosazon"”, 
Maltose-ureid™ nebst $-Methyl-maltosid® ,,x-glucosidisch gespalten. 


1 E. Fischer, H. 107, 176, 1919. 

2 Derselbe, B. 27, 3479, 1894. 

3 H. Pringsheim u. F. Loew, H. 207, 241, 1932. 

4 R. Willstdtter u. W. Steibelt, H. 111, 157, 1920. 

> (. Neuberg u. O. Rosenthal, diese Zeitschr. 145, 186, 1924. 

6 R. Weidenhagen, Zeitschr. Ver. Zuckerind. 79, 143, 1929. 

* E. Fischer u. G.O. Curme jr., B. 47, 2047, 1914. 

8 H. Bierry u. A. Rance, C. r. 150, 1366, 1910; EB. Hofmann, diese 

Zeitschr., im Druck befindlich. 

® BE. Fischer u. E. F. Armstrong, B. 34, 2896, 1901; 35, 3141, 1902. 
10 (. Neuberg u. S. Saneyoshi, diese Zeitschr. 36, 53, 1911. 
1! BE. Hofmann, ebenda, im Druck befindlich. 
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In Wirklichkeit kann bei zweckdienlicher Herstellung der Ferment- 
lisung aus Hefe die Maltobionsdure zu rund 50°, zerlegt werden. Dieses 
Ergebnis war leicht zu erzielen, wenn das Enzym aus frischer unter- 
giriger Hefe vorsichtig herausgelést wurde. Noch einfacher gelang die 
Beschaffung eines gegen die Maltobionséure gerichteten Ferments aus 
Trocken-Unterhefe, die selber auf iibliche Art hergestellt war. (Mit 
Sinner-Hefe, die eine obergarige Brennereihefe ist, gliickte der Ver- 
such nicht.) 

Die Lactobionsdure wird durch Emulsin hydrolysiert, wenn man fiir 
richtige Wasserstoffionenkonzentration, pa 4,3, sorgt. Allerdings 
war der Hydrolysengrad bei Verwendung des kéuflichen Emulsins 
(Merck) nicht sehr groB, indem nur 17 % der Disaccharidsiure gespalten 
wurden. Dagegen konnten wir aus drei! Milchzuckerhefen Saccharo- 
myces fragilis Jérgensen, Saccharomyces Kefir sowie einer weiteren 
Lactose-hefe Sp. 102 —-. leicht Enzymlésungen gewinnen, die Lactobion- 
stiure bis zu 69°, zerlegten. 

Diese im experimentellen Teil naher erliuterten Befunde lehren, 
daB Maltobionsiure wie Lactobionséiure von den entsprechenden Hefe- 
fermenten bzw. Emulsin hydrolysiert werden. Die Experimente, die 
ausdriicklich auf vegetabilische Katalysatoren beschrinkt wurden, 
sagen nichts dariiber aus, ob es sich um typische Maltase bzw. Lactase 
oder um qualitativ und quantitativ gleich diesen Carbohydrasen 
wirkende spezielle Enzyme handelt. Eine Prifung der entsprechenden 
Fermente aus Bakterien steht noch aus. 


Die Substrate. 


Malto- und Lactobionséure wurden nach der neueren Vorschrift von 
C.S. Hudson und H.S. Isbell* hergestellt; die als Sirup erhaltenen Saéuren 
wurden nach den Angaben von O. Ruff und G. Ollendorff* in die Calcium 
salze iibergefiihrt. Nach wiederholtem Lésen in Wasser und Wiederausfallen 
mit Alkohol, zeigten sie die in der Literatur angegebenen Eigenschaften ‘?. 


Versuche mit Maltobionsiure. 
Die zur Gewinnung von Fermentlisungen benutzte Trockenhefe 
war das gewodhnliche Praparat aus untergiriger Hefe der Brauerei 
SchultheiB-Patzenhofer. Je 10g derselben werden in 100 ccm Wasser 


1 Den erstgenannten Pilz verdanken wir Herrn Prof. A.J. Kluyver 
in Delft, den zweiten Herrn Prof. F. Ehrlich in Breslau; beiden Herren 
sind wir fiir ihr Entgegenkommen sehr verpflichtet. Der dritte Erreger 
stammte aus der Sammlung des Instituts fiir Garungsgewerbe in Berlin; 
er war zunachst in Dahlem, spater in Breslau weitergeziichtet. 

2 OC. S. Hudson u. H.S. Isbell, J. Amer. Chem. Soc. 51, 2225, 1929. 

3 Oo Ruff u. G. Ollendorff, B. 33, 1806, 1900. 

4 J. W. E. Glattfeld u. M. T. Hanke, J. Amer. Chem. Soc. 40, 973, 1918; 
P. A. Levene u. H. Sobotka, J. of biol. Chem. 71, 471, 1927 
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eingetragen und mit 5 ccm Toluol 15 Minuten geschiittelt. Die bei der 
Autolyse entstehende Saéure wird dann mit 1°%,igem Ammoniak ab- 
gestumpft. Nachdem die Suspension einige Stunden bei Zimmer 
temperatur und | Tag im Eisschrank aufbewahrt und inzwischen noch 
mehrmals mit NH, neutralisiert worden war, wurden die nicht in 
Lésung gegangenen Zellbestandteile durch Zentrifugieren entfernt. 

Die Hauptansatze enthielten in 50 cem H,O 0,5 g maltobionsaures 
Calcium, 20ccm !/, mol. Phosphatpuffer (1 : 1) und 10 cem der Ferment- 
lésung. In entsprechender Weise waren zwei Kontrollversuche an- 
gestellt worden, der eine ohne Ferment, der andere ohne maltobion- 
saures Calcium. Aus den unter Toluolzugabe im Brutschrank bei 37° 
digerierten Ansatzen wurden Proben entnommen; nach Filtration 
wurde die entstandene Glucose mit Fehlingscher Mischung bestimmt. 

Maltobionsaure allein lieferte im Kontrollversuch keinerlei redu- 
zierende Substanz, wohl aber war solche im Ansatz mit dem Ferment 
fiir sich zugegen. Die dabei erhaltenen Kupferwerte muBten bei den 
Versuchen mit Substrat in Rechnung gestellt werden (Tabelle I, Ver- 
suche 1 und 2). 

Unter den gleichen Bedingungen spaltete dieselbe Fermentmenge 
eine aquivalente Quantitét «-Methyl-glucosid in 4 Stunden zu 79% 
und eine 5% ige Maltoselésung zu 76%. 

Bei Mischung des Phosphatpuffers mit den Lésungen des malto- 
und lactobionsauren Calciums treten Niederschlige auf, auch wird die 
Wasserstoffionenkonzentration gegeniiber den Fermentlésungen allein 
(pu = 6.7) etwas erhéht. Versuche, bei denen das Calcium vor Hin- 
‘zufiigung des Puffers mit Kaliumoxalat gefallt und entfernt war, er- 
gaben jedoch keine anderen Resultate. 

Die Spaltung wird bedeutend vermindert, wenn als Phosphatpuffer 
ein Gemisch von sec. : prim. Salz == 2: 1 verwendet wird; es erteilt den 
Lésungen des maltobionsauren Calciums ein px von 5,5 (Tabelle I, Ver- 
suche 3 und 4). 

Tabelle I. 


0,5 g maltobionsaures Calcium in 20 cem H,O + 20 cem Phosphatpuffer 1: 1 





10 com Fermentlésung aus Trockenunterhefe + 1 ccm Toluol. Bei 1. und 3. 
kein Zusatz von Calciummaltobionat, bei 3. und 4. Phosphatpuffer 1: 2. 
Kupfer 
Nach nach ; ; 
Ansatz i ce = Pu Fehlina Glucose | Spaltung 
mg mg 
7 ; - { 24 6.8 0 - a 
1. Fermentlosung allein 79 67 39 oa ~~ 
2. Fermentlisung + Calcium- { 2 6,1 162,5 85 35,3 
maltobionat \ 72 6,1 253 118 49,2 
3. Fermentlésung allein . 72 6,2 21,0 — — 
4. Fermentlésung + malto- 
bionsaures Ca 72 5.5 49.0 13 5,4 
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Bei den Versuchen mit frischer untergdriger Patzenhofer Hefe ver- 
fuhren wir folgendermaBen. Die nach Verreiben von 11 g abgepreBter 
Hefe mit 1 ccm Essigester, Verdiinnen mit Wasser und wiederholtem 
Neutralisieren (NH,) erhaltenen 30 ccm Suspension wurden 2 Stunden 
bei Zimmertemperatur belassen. Nach erneuter Neutralisation mit 
1°,igem Ammoniak diente die Aufschwemmung als Fermentmaterial, 
und zwar wurden 10 ccm derselben, 3,67 g frischer Hefe entsprechend, 
zu jedem Versuche verwendet. Hydrolysengrad bis 21,5 °,). 


Tabelle 11. 


0,5 g¢ maltobionsaures Calcium in 20cem H,O + LO cem Suspension ver- 
fliissigter, frischer Unterhefe + 20cem Phosphatpuffer |: 1 leem Toluol. 


Bei 1. kein Zusatz von Maltobionat. 





Kupfer 
, Nach nach = 
Ansets Stunden PH Fehling Glucose = Spaltung 
mg mg 

: . . 24 6,8 42 
1. Fermentsuspension allein 72 e 7 61 

= nf ) = 

2. Fermentsusp. + Calcium- | 24 6,3 113 36,5 15,3 

maltobionat 72 6.2 159 51.5 21,5 


In einem weiteren Falle wurde die aus frischer Hefe durch Plasmo- 
lyse mit Essigester erhaltene Suspension 2 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur, dann 24 Stunden im Eisschrank aufbewahrt und im Verlauf 
dieser Zeit wiederholt neutralisiert. Die ‘Fliissigkeit wurde klar ab- 
zentrifugiert und als Ferment-lésung verwendet. Mit ihr wurde, unter 
den gleichen Bedingungen wie bei den Versuchen mit Suspension, eine 
Spaltung von nur 14,1 °% erzielt. 


Versuche mit Lactobionsiure. 
1. Mit Emulsin. 


0,52 g lactobionsaures Calcium, in denen rund 0,25g Galaktose 
in gebundener Form zugegen sind, und 0,1 g Emulsin (Merck) wurden 
in 30 ccm Wasser gelést, mit 20 ccm}, mol. Natriumacetat-Essigsaure- 
puffer 1:2 versetzt und nach Zugabe von 1 ccm Toluol bei 37° im 
Brutschrank belassen. Der Spaltungsgrad ergab sich durch Bestimmung 
der entstandenen Galaktose mit Fehlingscher Lésung in filtrierten 
Proben. Weder das Emulsin noch die Lactobionsaure, die im Kontroll- 
versuch mit der gleichen Pufferlésung fiir sich aufbewahrt gewesen 
waren, lieferten reduzierende Substanz. 


Vergleichshalber wurden Versuche mit derselben Fermentmenge 


und mit 0,5 g Lactose durchgefiihrt. 
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Tabelle ITI. 





0,52 g lactobionsaures Calcium bzw. 0,5 g Lactose O.l g Emulsin in 
30 com Wasser 20 ccm m/5 Acetat-Essigsaure-puffer 1: 2 1 eem Toluol 
Kupf 
N ich nach . . is 
Ansatz Stunde: Pu Fehlin Gralaktose Spaitung 
mg mg 
1. Emulsin + Calciumlacto- 24 4.3 20 10 4 
bionat | 48 43 74 40 16 
24 43 690 9 
9 -F —— —— & . & 
a. Kemulsin Lact Se {8 43 903 5 


Ein zweiter Versuch mit 1 g lactobionsaurem Calcium und 0,4 g 
Emulsin ergab unter gleichen Bedingungen und bei gleicher Pufferung 
nach 4 Tagen eine Spaltung von 17,0 °%). 


2, Versuche mit Ferment aus Milchzuckerhefen. 

Die verwendeten Hefen wurden in 6 Liter verdiinnter Bierwiirze, 
die mit 7°, Lactose versetzt war, herangeziichtet, durch Zentrifugieren 
gesammelt, gewaschen und nach den Angaben von R. Willstdtter und 
G. Oppenheimer! mit Essigester verfliissigt. 

Von Saccharomyces fragilis Jérgensen hatten wir 5g scharf zentri- 
fugierter frischer Hefe geerntet. Sie wurden nach der Plasmolyse mit 
Athylacetat und nach Neutralisieren mit 1°%,igem NH, in Wasser auf- 
geschwemmt: von der Suspension (30 ccm) dienten zu jedem Spalt- 
versuch 7 ccm, entsprechend 1,15 g frischer Hefe. 


T abe lle I V. 





0,52 g lactobionsaures Calcium bzw. 0,5 g Lactose in 23 cem H,O 20 com 
Phosphatpuffer 1:1 + 7 cem Fermentsuspension aus Sacch. frag. Jorg. 
leem Toluol. Bei 1. ohne Zusatz von Substrat. 

Kupfer 
: Nach nach lake Snaltnng 
Ansatz Stunden Pu Fehlina Gralaktose pa ing 
mg mg 
1. Fermentsuspension allein . 48 6.6 0 
2. Fermentsusp. + Caleium- 
lactobionat ...... 48 6,6 193 192 407 
3. Fermentsusp. + Lactose . 45 6.6 855 80 


8g frischer, scharf zentrifugierter Hefe Saccharomyces Kefir 


wurden nach Vorschrift mit Essigester verfliissigt, mit Wasser verdiinnt, 
2 Stunden bei Zimmertemperatur sowie 1 Tag im KEisschrank auf- 
bewahrt und wahrend dieser Zeit mehrmals mit | °,igem NH, neutra- 


1 R. Willstdtter u. G. Oppenheimer, H. 118, 168, 1922. 
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lisiert. Dann zentrifugierten wir und gewannen 40 ccm klare Ferment 
losung. Von ihr wurden zu jedem Versuch 10 cem, entsprechend 2 g 
frischer Hefe, verwendet 


Tale lle ] 





0.52 ¢ lactobionsaures Calcium bzw. 0.5 ¢ Lactose in 20 cem H,O 20 cen 
Phosphatpuffer 1: ] 10 cem Fe rmentlosung von Sacch. Kefir l cem 
Toluol. Bei 1. ohne Zusatz von Substrat. 

Kupfer 
Ansatz Nac p nach Galaktose Sy tung 
Stunden H Fehlin . penne. 
mg mg 
1. Fermentlésung allein. . . 24 6.3 40 
2. Fermentlésung + Caleium- 
lactobionat ...... 24 6.5 289 141 56.4 
3. Fermentl6sung + Lactose 24 6.5 S66 83.3 


Aus ll g der scharf abzentrifugierten dritten Milchzuckerhefe, 
Sp. 102, wurden, wie bei Saccharomyces Kefir, 40 com Fermentlésung 
hergestellt und von ihr je 10cem = 2,75g frischer Hefe fiir jeden 
Versuch benutzt. 

Tabelle VI. 





0,52 g lactobionsaures Calcium bzw. 0.5 g Lactose in 20 cem H,O 20 cem 
Phosphatpuffer 1: 1 l0cem Fermentlésung aus der Milchzuckerhefe 
Sp. 102 leem Toluol. Bei 1. kein Substrat. 

Kupfer 
Nach nach - 
Ansatz Stunden Pu Fehling Galaktose Spaitung 
mg mg 
1. Fermentlésung allein. . 24 6.5 64 
2. Fermentlésung + Calcium- 
lactobionat ve eee 24 6.2 398 171 65.5 
3. Fermentlésung + Lactose 24 6,5 930 83,3 


Auch bei den Versuchen mit den im vorstehenden erwahnten 
Milchzuckerhefen enthielt die auf 50 cem aufgefillte Lésung von 0,52 g 


l 3 mol 


lactobionsaurem Calcium auBer der Fermentlésung 20 ccm 
Phosphatpuffer 1:1. Unter diesen Bedingungen gab die Lactobionsiure 
keine reduzierende Substanz, wohl aber die Enzymlésung allein; die aus 
ihr erhaltenen Kupfermengen sind bei den Versuchen mit Substrat 
beriicksichtigt. 
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Uber die Verbrennungswirme 
des Methylglyoxals und damit zusammenhingende Fragen’. 


Von 


Carl Neuberg und Eduard Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Nachdem nunmehr das Methylglyoxal mit Sicherheit als Produkt 
des biochemischen Kohlenhydratabbaues nachgewiesen ist, hat die 
Frage wesentliche Bedeutung erlangt, wie sich die Warmebilanz beim 
Ubergang von Zucker in Methylglyoxal gestaltet. Methylglyoxal 
wird recht allgemein von Milchsaéure bildenden Zellen des Tier- und 
Pflanzenreiches, ferner bei der Zerlegung des Zuckers durch Hefe und 
viele andere vegetabilische Organismen erzeugt. Im Hinblick auf den 
Charakter des genannten Ketonaldehyds als Intermediargebilde ist 
einerseits der Energieumsatz bis zur Erreichung der Methylglyoxalstufe, 
andererseits der Warmehaushalt bei der Weiterverarbeitung dieses 
labilen Zwischenproduktes klarzustellen. Zwischen Milchsiuregdrung 
und alkoholischer Zuckerspaltung ist die durch folgende Gleichungen 
ausgedriickte Beziehung vorhanden: 

C,H,2.0, = 2CH,.CHOH.COOH; 
C,H .0, = 2 CH,.CH,OH + 2C0,. 

Dieser Zusammenhang tritt auch in dem energetischen Verhaltnis 
zutage; denn nach den neueren Bestimmungen kommt beiden bio- 
chemischen Vorgaingen praktisch die gleiche Warmeténung zu. _ Sie 
betragt pro Mol Glucose 28 kcal. 

An welcher Stelle geschieht nun hauptsachlich die Warmeentwick- 
lung, von der die alkoholische Zuckerspaltung wie die Milchsiuregairung 
begleitet ist? Zwei Méglichkeiten liegen besonders nahe: 

a) Die Warme kann beim Ubergang von Hexose in Methylglyoxal, 
d. h. bei der Reaktion C,H,,0, = 2 CH, .CO.CH (OH),, frei werden. 


! Vorlaufige Mitteilung siehe C. Neuberg u. E. Hofmann, Naturwiss. 
20, 379, 1932. 
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b) Die Warmeentwicklung kann eintreten bei der weiteren Um- 
wandlung des Methylglyoxals, die sich formaliter unter dem Bilde einer 
oxydoreduktiven Erscheinung abspielt. 

Um Einblick in den vornehmlich Energie liefernden ProzeB zu 
gewinnen, bestimmten wir die Verbrennungswairme des Methylglvoxals 
im Zustande héchster Reinheit und ermittelten zugleich die Warme- 
ténung, die bei seiner Hydratation und Auflésung mit Wasser zur mono- 
molekularen Form vorhanden ist. 

feines wasserfreies Methylglyoxal ist nach der Vorschrift von 
H.O. L. Fischer und Mitarbeitern! zuginglich. Methylglyoxal ist aber 
ein leicht verainderlicher und schwer zu handhabender Kérper. Er ist 
einerseits im monomolekularen Zustand schon bei Zimmertemperatur 
fliichtig und hygroskopisch, er neigt andererseits zur Polymerisation. 
Die bekannte feste Form des Methylglyoxals, die nach vorliegenden 
Erfahrungen polymolekular, nach J. Meisenheimer® mindestens tri- 
molekular, nach C. Harries und H. Tiirk® tetramolekular ist, lést sich 
in Wasser nur langsam und unvollstandig zum monomolekularen Hydrat. 
Die Verbrennung dieser Modifikation schied also fiir die Bearbeitung 
des Problems aus. 

Methylglyoxal ist nun in monomolekularer Form bei sorgfaltiger 
Herstellung und in zugeschmolzenen GefiBen einige Zeit bestandig, 
héchstens erfahrt es Polymerisation zur dimolekularen Stufe; in diesem 
Zustand lést es sich jedoch in Wasser schnell und restlos zur monomole- 
kularen Verbindung. 

Daraus ergab sich die Aufgabe, ganz frisch bereitetes reines Methyl- 
glyoxal rasch zu verbrennen und gleichzeitig die Hydratationswirme 
zu bestimmen. In diese geht nach dem Gesagten die eventuelle De- 
polymerisationswarme ein; d.h. wenn ein Teil des Materials Dimole- 
kularitat angenommen haben sollte, ist das ohne EinfluB auf die Er- 
langung eines exakten kalorischen Wertes fiir geléstes monomolekulares 
Methylglyoxal. Der wasserfreie Ketonaldehyd besitzt, wie aus seiner 
gelben Farbe zu schlieBen ist, wohl Dicarbonylstruktur, wahrend in 
der farblosen wasserigen Lésung ein Hydrat zugegen ist. Dieses leitet 
sich méglicherweise nicht vom eigentlichen Ketonaldehyd ab, sondern 
von einer tautomeren Form. Da mit einer solchen insbesondere bei 
der enzymatischen Bildung von Methylglyoxal aus Hexosephosphor- 
saure* wie bei seinen biologischen Umsetzungen gerechnet werden muB, 

| H.O.L. Fischer u. C. Taube, B. 59, 857, 1926; H.O. L. Fischer u. 
L. Feldmann, B. 62, 854, 1929. 

2 J. Meisenheimer, B. 45, 2635, 1912. 

3 C. Harries u. H. Tiirk, B. 388, 1630, 1905. 

4 Die Verbrennungs- und Lésungswarme der Hexosenphosphate soll 
gelegentlich eigens festgestellt werden. 
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ist zahlreiche Male betont worden. Die Frage aber, ob sich infolg: 
einer Tautomerie unter Beriicksichtigung der Hydratation der Wert 
fiir die energetischen Verhaltnisse nennenswert andern kann, wird man 
nach vorhandenen Grundlagen verneinen diirfen; denn die isomeren 
Zuckerarten und iiberhaupt stellungsisomere Korper weisen nahe_ bei- 
einanderliegende Verbrennungswarmen auf: sie unterscheiden sich oft 
nur durch GréBenordnungen, die fiir die oben skizzierte Hauptfrag: 
ohne Belang sind. 

Die experimentellen Daten, die im folgenden mitgeteilt werden 
lehren folgendes: Die Verbrennungswairme! des wasserfreien Methy]- 
glyoxals betragt im Durchschnitt von verschiedenen Bestimmungen 
345,7 keal, seine Loésungs- und Hydratationswarme +- 10,3 keal pro Mol 
Die Verbrennungswairme von | Mol Giucose ist nach A.G. Emery und 
F.G. Benedict? 673.4 keal, die Lésungswirme nach WM. Berthelot® 

2.25. Daraus ergibt sich, daB der Zerfall von 1 Mol Zucker zu 2 Mol 
Methylglyoxal in Lésung 4,9 keal liefern kann. Moglicherweise ist die 
experimentell bestimmte Verbrennungswarme des wasserfreien Methyl- 
glyoxals ein wenig zu niedrig gefunden; bei der Hygroskopizitat det 
Substanz muB mit einem solchen Fehler gerechnet werden.  Sicher 
ist, da} in wasseriger Lésung die Warmeentwicklung bei der Spaltung 
des Zuckers in 2 Mol Methylglyoxalhydrat kaum gréBer ist, als sie bei 
einfachen hydrolytischen Prozessen beobachtet wird. Damit ist es 
offenbar, daB die eigentliche Warme durch die Veranderungen am Molekii! 
des Methylglyoxals erzeugt wird. Die thermochemischen Daten (F. @. 
Benedict, A.G. Emery, O. Meyerhof*) fiir 1 Mol Milchsaiure in wasserige1 
Lésung sind 324,1 kcal. Die entsprechenden Werte fiir Alkohol (gelést) 
und Kohlendioxyd (gasférmig) sind 323,85 kcal. Es besteht also — ganz 
im Einklang mit den vorher angestellten Uberlegungen praktisch 
_kein Unterschied zwischen beiden Endzahlen. Die Energiedifferenz 
bei Bildung von 1 Mol Milchséure aus Methylglyoxal in wasseriger 
Lésung betragt 11,3 bzw. 11,6 keal bei Bildung von 1 Mol Alkohol 
Da bei Vergirung von 1 Mol Glykose je 2 Mol Milchsiure bzw. Alkohol 
entstehen, so besitzt der Energieabfall natiirlich den doppelten Wert, 
d. h. 22,6 bzw. 23,1 kcal. Die Summe der Betrage stimmt der GréBen- 
ordnung nach mit der Zahl von 24 kcal iiberein, die Rubner fiir die 
bei der alkoholischen Zuckerspaltung auffindbare Warme angibt 
er bezeichnet sie selbst aus verschiedenen Griinden als zu gering. 


1 


Wie alle im folgenden angegebenen Verbrennungswarmen bestimmt 
bei konstantem Volumen und umgerechnet auf konstanten Druck. 

2 A. G. Emery u. F.G. Benedict, Chem. Centralbl. 1911, II, 1461. 

2 M. Berthelot, C. r. 120, 1019, 1895; R. Meier u. O. Meyerhof, dies 
Zeitschr. 150, 241, 1924. 

4 4.G. Emery u. F.G. Benedict, |. c.; O. Meyerhof, diese Zeitschr. 129 
594, 1922. 
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Es liegen bereits in der Literatur Schatzungen und eine indirekte 
Bestimmung der Verbrennungswarme fiir das Methylglyoxal vor 
Nach einer Angabe von H.v. Euler und P. Lindner! wiirde die Ver- 
brennungswarme des Methylglyoxals 330 kcal (approximativ) betragen 
nach Uberlegungen von E. Aubel2 sollte die Bildungswirme pro Mol 
Methylglyoxal 86 kcal ausmachen und demnach die Verbrennungswarme 
des wasserfreien Ketoaldehyds 419.7 S6 333.7 keal. Cl. Fromaqeot 
und WM. EE, Emami? haben den Verbrennungswert des Methylglyoxals 
in wasseriger Lésung abgeleitet aus der Verbrennungswirme des zu 
seiner Isolierung oft benutzten Bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazons; sie 
kamen zu dem Wert von 326. Alle diese Angaben sind, wie man sieht, 
viel zu niedrig; denn die einwandfreie direkte Bestimmung fiihrt zu 
dem héheren Wert, und es ist klar, daB man bei Verbrennungen kaum 
eine zu groBe, sondern allenfalls eine zu kleine Zahl finden kann 
Demnach diirften auch Erwagungen, die friiher tiber die speziellen 
energieliefernden Teilreaktionen angestellt worden waren, hinfallig sein. 

Dag in der Tat die Umsetzung des Methylglyoxals fiir die Warme- 
entwicklung als vornehmliche Reaktion in Betracht zu ziehen ist, erqgibt 
sich auch aus den Vergleichen mit homologen Substanzen. Die Ver 
brennungswirme des Phenylglyoxalhydrats haben wir zu 905.0 keal 
pro Mol bestimmt, die Lésungswirme des Phenyvlglyoxalhydrats, 
das monomolekular ist, zu 4,8 keal pro Mol. Die Verbrennungswarme 
der Mandelsaure betragt nach F. Stohmann und H. Langbein* 891,2 keal, 
deren Lésungswarme nach M. Berthelot® 3.1 keal. Als Differenz 
findet man 15,5 keal, d. hh. die Warmeténungen sind beinahe von der 
gleichen GréBenordnung, wenn Methylglyoxal in Milchsdure oder 
Phenylglyoxal in Mandelsaure tibergeht. 

Betrachtet man die thermochemischen Verhaltnisse bei der Dis- 
mutation einfacher Aldehyde, beispielsweise bei der Disproportionierung 
von Acetaldehyd zu Essigsiure und Athylalkohol, von Butylaldehyd 
zu Buttersiure und Butylalkohol, oder von Benzaldehyd zu Benzoesaure 
und Benzylalkohol, so ist in allen Fallen die Reaktion exotherm und 
liefert durchschnittlich 20 keal (ohne Beriicksichtigung der Lésungs- 
wirmen, die jedoch, soweit sie bekannt sind, keine wesentliche Anderung 
dieser Daten bedingen). DaB bei den Ketonaldehyden gegeniiber 
den einfachen Aldehyden die Reaktionswirme etwas kleiner ist, beruht 


1 H.v. Euler u. P. Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen 


Garung, 8S. 248, Leipzig 1915. 

2 E. Aubel, C. r. 188, 572, 1926; 188, 580, 1929. 

3 Cl. Fromageot u. M. E. Emami, Bl. Soc. Chim. [4] 49, 929, 1931; 
Cl. Fromageot, C. r. 192, 1501, 1931. 

' F’. Stohmann u. H. Langbein, J. pr. Chem. [2] 50. B88. 1894. 


5 M. Berthelot, Ann. Chim. et Phys. [6] 7, 185, 1886. 
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wohl darauf, daB — wegen der starkeren Neigung der Dicarbonyl- 
kérper zur Bildung bestandiger Hydrate — bei der Lésung und Hydrati- 
sierung Warme abgegeben wird, so daB den Dicarbonylsubstanzen in 
wasseriger Lésung ein geringerer Energie-inhalt eigen ist. 

Man kann den Wert fiir die Verbrennungswirme des Methy!- 
glyoxals ubrigens noch auf eine unabhingige Weise nachpriifen. Aus 
dem vorliegenden experimentellen Material ergibt sich, daB beim Uber- 
gang eines Aldehyds in die zugehérige Séure durchschnittlich 70 keal 
pro Mol frei werden. Die Verbrennungswairme von Brenztraubensaure 
betragt nach H. Blaschko' 279,1 kcal; fiir Methylglyoxal fanden wir 
345,7 keal. Die verbiirgte Differenz zwischen der Verbrennungswarm« 
von Essigsiure und Acetaldehyd belauft sich auf rund 70 keal: fiir 
Brenztraubensiurealdehyd —» Brenztraubenséure ergibt sie sich zu 
67 keal. Bestimmt haben wir u. a. die unbekannte Verbrennungswarme 
der Phenylglyoxylsaure: sie beliuft sich auf 843.5 keal*. Die Differenz 
zu Phenylglyoxal (s. oben) macht 75 kcal aus [bezogen auf wasserfreies 
Phenylglyoxal, dessen Hydratationswarme (+ 13,5 kcal) wir gemessen 
haben]. 

Nach den verschiedenen vorgenommenen Bestimmungen gelangt 
man zu folgendem Ergebnis: Wenn Hexose iiber Methylglyoxal sei es 
in Milchséure, sei es in Alkohol und Kohlendioxyd verwandelt wird, so 
stammt der Hauptgewinn an Warme aus den Veranderungen, die das 
x, B-Dioxopropan erleidet. Die Umwandlung des Zuckers aber in den 
Ketonaldehyd der 3-Kohlenstoffreihe geht praktisch energielos von- 
statten, genau wie ein anderer bekannter desmolytischer Teilprozei 
die carboxylatische Reaktion®. 


Versuche. 


Samtliche Bestimmungen von Verbrennungswarmen sind in det 
gleichen Apparatur und derselben Weise ausgefiihrt, wie wir das schon 
bei der Bestimmung der Verbrennungswarme des (Glycerinaldehyds 
beschrieben haben*. Die Messungen konnten wir im Staatlichen 
Materialpriifungsamt zu Berlin-Dahlem vornehmen. Herrn Abteilungs- 
leiter Prof. Dr. Kindscher sowie Herrn Dr. Schéneberg sei fiir ihr Ent- 
gegenkommen ergebenster Dank gesagt. 

Die Bombe wurde mit Benzoesaure (Schering-Kahlbaum, fiir kalori- 
metrische Bestimmungen) neu geeicht. Drei Verbrennungen ergaben 


1 H. Blaschko, diese Zeitschr. 158, 428, 1925. 

2 Diese Verbrennungswarme ist in praxi gleich der von Benzaldehyd 
genau wie die von Brenztraubensaure mit der des Acetaldehyds zusamme! 
fallt. (Berthelot u. Dele pine, Ne uberq.) 

3 C. Neuberg. diese Zeitschr. 152, 205, 1925. 

* C. Neuberg, E. Hofmann u. M. Kobel, diese Zeitschr. 234, 341, 1931. 
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bei Gegenwart von 2400 ccm Wasser im Kalorimeter 2740.0, 2736.6 
und 2738,6, im Mittel 2738,3 cal, fir 1° Temperaturanderung des be- 
nutzten Thermometers. Alle zu den Bestimmungen verwendeten 
festen Praparate sind durch wiederholtes Umkristallisieren sorgfaltig 
gereinigt und sowohl vor als nach dem Pressen der Pastillen bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet worden 

Die Lésungswirmen wurden in einem DewargefaéB ermittelt, das 
durch zwei Ebonitdeckel, einen Wassermantel, sowie zwei Luftmantel 
isoliert und in einem Raum aufgestellt war, der kaum Temperatur 
schwankungen aufwies. Das GefaiB enthielt 400 com Wasser: darin 
wurden die jeweils angegebenen Substanzmengen gelést, nachdem es 
sich schon vor der Bestimmung mindestens 24 Stunden im gleichen 
Raume befunden und gleiche Temperatur angenommen hatte. Der 
Wasserwert des Kalorimeters ergab sich sowohl durch Berechnung 
(Addition der Warmekapazitaten der einzelnen Bestandteile) als auch 
durch Auflésen von Kaliumnitrat (Aah/baum, pro analysi) zu 420 cal 
pro Grad unseres Beckmann-Thermometers 


Messungen. 
1. Methylalyoral. 


Bei der Herstellung des zu den Bestimmungen dienenden Methy! 
glyoxals nach H.O. L. Fischer und C. Taube (a.a.O.) wurde der das 
Gemisch von P,O; und Dioxyaceton enthaltende Reaktionskolben mit 
vier sorgfaltig getrockneten und durch fliissige Luft gekihlten Vorlagen 
verbunden, die anschlieBend an die Destillation eine sofortige, dreimalige 
tektifikation erméglichten. In dem ietzten Rezipienten befand sich 
mit der Offnung nach unten eine gewogene Glaskirsche, deren Stiel 
zu einer Kapillare ausgezogen war. Nach Entfernen der fliissigen Luft 
und Auftauen des festen Methylglyoxals sammelte sich dieses beim 
Aufheben des Vakuums in der Kirsche an, deren Kapillare alsdann 
zugeschmolzen wurde. Die Kirsche wurde, wie sonst die Pastillen, in das 
Schalchen der Berthelotschen Bombe gelegt: an ihr wurde der zur Ein 
leitung der Ziindung benutzte Baumwollfaden mit etwa 0.2 bis 0.4 g¢ 
Paraffinél (Schering-Kahlbaum, fiir kalorimetrische Bestimmungen 
nach Prof. W.<A. Roth) oder mit niedrig schmelzendem Paraffin fest 
geklebt. Die Verbrennungswarme des letzteren wurde genau ermittelt 

Als sehr erschwerend machte sich zunachst der unangenehme 
und nicht erwartete Befund geltend, daB reinstes wasserfreies Methyl! 
glyoxal auBerst leicht unter Explosionserscheinungen  verbrennt 
Erst nachdem wir an Stelle des iiblichen Sauerstoffdruckes von 20 bis 
25 Atm. einen solchen von héchstens 16 Atm. anwandten und das 
Platinschalchen durch ein solches aus Quarz ersetzten, verbrannte 


die Substanz normal. 
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AuBerdem erwiesen sich folgende MaBnahmen als vorteilhaft 
Man benutzte eine ziemlich dickwandige Kirsche, die nicht zerspringt, 
sondern sich an der Stelle 6ffnet, an der das Paraffin angeklebt ist. 
Um eine gleichmaBige Verbrennung zu erzielen, darf die Menge des 
Paraffins nicht zu gering sein. Dabei lieB es sich nicht ganz vermeiden. 
daB gelegentlich an der Wand des Schalchens, nicht aber in der Bombe 
eine Spur RuB gebildet wurde; doch konnte die Menge desselben leicht 
erfaBt und in Rechnung gesetzt werden, so da®B sich dadurch kein 
groBerer Fehler ergibt. Drei in dieser Weise spitestens 50 Minuten 
nach der letzten Rektifikation des Ketonaldehyds ausgefiihrte Ver- 
brennungen lieferten folgende Werte. 





Einwage 
Methvl- remperaturerhéhung in °( 
xg voxal 

g unkorrigiert korrigiert insgesamt korrigiert * pro g 
0.5106 1,498 1,532 4166.6 2468.08 4834.2 
0.4984 2,245 2.2703 6190.95 2387.4 4789.5 
0.4261 2.1358 2,181 5970.2 2037.4 4781.4 

Fir lg im Mittel: 4801.5 

* Korrekturen fiir Verbrennungswirme von 3 mg Baumwollfaden und von Paraff 

Bildungswiarme von entstandener Salpetersiure Verdampfungswarme des Wassers 


Pro Mol Methylglyoxal berechnet sich daraus eine Verbrennungs- 
wirme von 345.7 keal bei konstantem Volumen und bei konstantem 


Druck. 


Zur Bestimmung der Lésungs- und Hydratationswirme wurde 
das Methylglyoxal auf gleiche Art bereitet und eingeschmolzen. Die 
Kirsche wurde im KalorimetergefaB zertriimmert. Einwagen von 
0.3798 und 0,6718 g ergaben Temperaturerhéhungen von 0,126 und 
0,235° 

0,126 . 420: 0.3798 139.3 cal pro Gramm 


0,235 . 420: 0.6718 LC) o 


im Mittel: 143.1 cal pro Gramm, 


woraus sich eine Hydratations- und Lésungswirme von + 10,3 keal 
pro Mol Methylglyoxal, und fiir den in Wasser gelésten Ketonaldehyd 
eine Verbrennungswirme von 345,7 — 10,3 = 335.4 kcal pro Mol 
berechnet. 


2. Phenylgl yoxal. 


Obwohl es méglich ist, den wasserfreien Ketonaldehyd zu gewinnen’, 
haben wir aus leicht ersichtlichen Griinden das Phenylglyoxalhydrat 


1 F. Kréhnke, Diss. Berlin 1928. 








Tu 


Ww 
de 
di 








ift 


is. 


‘m 


de 
he 
mm 


1d 


vd 
ol 





Verbrennungswarme des Methylglvoxals usw 447 


zur Bestimmung der Verbrennungswarme verwendet Infolge seine 


iusgezeichneten Kristallisationsfahigkeit ist es leicht zu reinigen 


Es wurden zwei Priparate hergestellt, das cine nach den Angaben 
yon H. v Pechmann bzw H Mille r und H ’ Pechmann' das anc«e re 
nach der Vorschrift von C. Newberg und EF. Hotmann* 


Die Verbrennungen in der Bombe ergaben folgende Werte 





t Vage 
Pheny! le perature hung ( 
~ Xa 
a nkorrig T kor fea y sges rig 
0.8740 1,859 1,907 5221.7 201.5 MOOS 
0.6622 1.413 1.445 3956.8 3940.5 50.1 
0.7876 1,683 1,722 4715.4 4685.4 1948.9 
Fir 1g im Mitte 5951), 1 
* Korrekture r Verbren gswir g ‘ ider | gs 
star r Salnetersiur sur Verdampfungs y s Wassers 


Pro Mol Phenylglvoxalhydrat ergibt sich daraus eine Verbrennungs- 
wirme von 904.8 kcal bei konstantem Volumen oder 905.0 keal bei 


konstantem Druck. 


sei Bestimmung der Lésungswairme wurden folgende Werte ge- 


funden: 


1. Be stimmung. 0.681 g¢ Einwage bewirkten eine korrigierte 
Temperaturerniedrigung vor 0,048° 
2. Bestimmung Bei 0,725 ¢ Einwage erfolgte eine korrigierte 
Temperaturerniedrigung von €,058° 
0.048 . 420: 0.681 29.6 cal g 
725 33.6 


0.058 . 420: 0, 


im Mittel: 31.6 cal g 


Daraus findet man fiir 1 Mo) Phenylglyoxalhydrat eine Losungs- 


warme von 4.8 keal. 


Beim Destillieren des Phenylglyoxalhydrats im Vakuum erhalt man, 
wie oben erwahnt, den wasserfreien Ketonaldehyd C,H, .CO.COH, 
der beim Auflésen in Wasser unter Warmeentwicklung wiederum in 
das Hydrat iibergeht: dadurch wird es méglich, die Hydratations- 


1 H.v. Pechmann, B. 20, 2904, 1887; H. Miiller u. H. v. Pechmans 
B. 22, 2556, 1889. 

2 ©. Neuberg u. E. Hofmann. diese Zeitschr. 229, 443. 1930; 239, 495, 
1931. 
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und Lésungswarme des Phenylglyoxals zu ermitteln und die eigentlich 
Verbrennungswarme des wasserfreien Ketonaldehyds zu _ berechnen 

Zu diesem Zweck wurde der frisch tiber P,O,; destillierte Keton 
aldehyd mitsamt dem geéffneten W iegeglas in das Kalorimeter versenkt 
Nachdem Temperaturkonstanz eingetreten war, zeigte es sich, daB ein 
Teil des entstandenen Hydrats nicht in Lésung gegangen war; der nicht 
geléste Anteil konnte jedoch durch Filtration und Trocknen im Ex 
sikkator leicht bestimmt werden. 

1. Angewandt 1,3288g Phenylglyoxal, entsprechend 1,515 ¢ 
Hydrat; davon nicht gelést 0,389 g, in Lésung gegangen 1,126 ¢ 

Aus der Temperaturerhéhung berechnen sich insgesamt 91,8 cal. 
Beriicksichtigung der Lésungswarme des nicht in Lésung gegangenen 
Hydrats [0,389. (—) 31,6 12,3 cal] ergibt 79,5 cal fiir Losungs- und 
Hydratationswarme von 1,3288 g wasserfreiem Phenylglyoxal bzw 
60,5 cal pro Gramm. Vermindert man die entstandenen 91,8 cal um 
die Lésungswirme des in Lésung gegangenen Hydrats [1,126 . (—) 31,6 

35,6 cal], so findet man eine Hydratationswirme von 127,4 cal 
fiir 1,3288 g bzw. von 95,1 cal pro Gramm wasserfreies Phenylglyoxal 

2. Angewandt 0,6760g wasserfreier Ketonaldehyd = 0,7664 g 
Hydrat. In Lésung gegangen 0,6509 g, ungelést 0.1155 g Hydrat. Aus 
der Temperaturerhéhung von 0,122° berechnen sich insgesamt 51,2 cal 
Warmeentwicklung und daraus eine Hydratations- plus Losungswarme 
von 71,3, sowie eine Hydratationswarme von 106,2 cal pro Gramm 
wasserfreies Phenylglyoxal. 

Aus beiden Bestimmungen erhalt man eine Lésungs- und Hydra- 
tationswirme von 8,9 keal pro Mol Phenylglyoxal und eine Hydratations- 
warme von 13,5 keal pro Mol. 

Die Verbrennungswirme des Phenylglyoxals stellt sich nach diesen 
Versuchsdaten folgendermaBen dar: 

905.0 kcal Verbrennungswarme des Hydrates 


13,5 ., Hydratationswarme des wasserfreien Aldehyds 


918.5 keal Verbrennungswarme pro Mol wasserfreies Phenylglyoxal 


3. Phenylgqlyoxrylsdure. 

Véllig reine Phenylglyoxylsiure (= Benzoylameisensaure) wurde 
nach den Angaben von W. L. Evans! durch Oxydation von Mandelsaure 
mit Kaliumpermanganat bereitet, wiederholt aus Benzol umkristalli- 
siert und in Pastillenform verbrannt. Drei Bestimmungen ergaben 
folgende Verbrennungswarmen: 


1 W.L. Evans, Amer. Chem. J. 35, 115, 1906. 
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Einwage remperaturerhdhung in °¢ cal 

g unkorrigiert korrigiert insgesamt KOrrTigiert pro gz 
0.7046 1,392 1,446 3959,6 3943,3 5620,4 
0.6800 1,374 1,402 3839, 1 3823.6 5622.9 
0.8020 1.619 1.653 4526.4 4506.9 5619.5 


Fir 1g im Mittel 5620.9 


oder 843,5 kcal pro Mol bei konstantem Druck und bei konstantem Volumer 


Drei Bestimmungen mit 2,848, 1,3862 und 2,7212¢ Einwage 
ergaben folgende Lésungswarmen: 


0,115. 420: 2,848 16.95 cal pro Gramm, 
0,049 . 420: 1.3862 14,84 
0,110 . 420: 2,7212 16,96 


im Mittel: 16,25 cal pro Gramm 


oder 2.44 keal pro Mol Phenylglyoxylsaure 
] : : ; 


Anhang. 


Verbrennunags- und Lésungswarmen derOaime von Meth uyl- und Phenyl-qlyoral 


Bei einer gréBeren Anzahl von Oximen einfacher Aldehyde und 
Ketone ist man iiber die Verbrennungswarmen, hauptsachlich durch die 
Untersuchungen von Ph. Landrieu', unterrichtet. Vergleicht man die an 
gegebenen Werte mit denVerbrennungswarmen der zugehorigen Carbonyl 
verbindungen, so findet man sie um 61 bis 65 keal pro Mol hoher 

Die bislang unbekannten Verbrennungswairmen der Oxime des 
Methyl- und Phenylglyoxals waren zu ermitteln 

Methylglyoxal-monoxim | Isonitroso-aceton) wurde nach den 
Angaben von G. Charrier2 hergestellt und aus Ather-Petrolither sowie 
mehrmals aus Benzol umkristallisiert, wobei ein rein weiBes Produkt, 
mit dem héchsten in der Literatur angegebenen Schmelzpunkt von 69°, 
erhalten wurde. 


Zwei Bestimmungen ergaben: 





Ein wage Temperaturerhéhung in °¢ 
vinwag 
gz unkorrigiert KOrTigiert nsgesamt Korrigiert pr Le 
1,5212 2,488 2,582 7070.3 7036,1 4625.36 
1,2937 2,142 2,197 6016.04 5983.8 4625.4 
fir 1g im Mittel 4625.4 


oder fiir 1 Mol Methylglyoxal-monoxim eine Verbrennungswirme von 402.7 kcal 
bei konstantem Volumen und von 402.9 kcal bei konstantem Druck 


1 Ph. Landrieu, C.r. 140, 867, 1905 
2 G. Charrier, Chem. Centralbl. 1907, Il, 1231 
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Methylglyoxal-monoxim lést 


sich sehr leicht in Wasser unte1 
Temperaturerniedrigung. 


Drei Bestimmungen lieferten die Werte: 





lemperaturinderung 


in 0( Wasserwert Einwage il pro g 
0,154 420) 1,5106 42.66 
0,167 420) 1,4998 46,77 
0,122 420 1,1392 44.98 

d.h. im Mittel 44,6 cal Losungswairme pro g oder — 3,9 keal pro Mol. 


Phenylglyoxal-monoxim | Isonitroso-acetophenon) wurde nach 
den Angaben von L. Claisen und O. Manasse! 


bereitet und griindlich 
gereinigt. 





Einwage remperaturerhéhung in °¢ eal 

g unkorrigiert KorrTigiert insgesamt KOrrigiert pro ¢g 
0,8607 2,013 2.055 5627.2 5601.9 6508.5 
1,0592 2,470 2,527 6919,7 6894.0 6508.7 


Im Mittel 6508.6 cal Verbrennungswarme pro g Phenylglyoxal-oxim, d. h. 970,5 keal 
bei konstantem Volumen und 970,4 keal bei konstantem Druck pro Mol. 


Wegen der geringen Léslichkeit dieses Oxims in Wasser konnte die 
Lésungswirme nicht einwandfrei bestimmt werden: sie ist ebenfalls 
negativ. 

Subtrahiert man von den gefundenen Verbrennungswarmen der 
Oxime die oben fiir die Oximierung berechneten 61 bis 65 kcal pro Mol, 
so erhalt man unter Beriicksichtigung der Lésungswairmen fiir die 
heiden Ketonaldehyde Verbrennungswirmen, die mit den direkt 
fundenen ganz gut iibereinstimmen. 


ve- 


1 r.. Claise 7 Ou. 0). Manasse. 


B. 20, 2194, 1887. 
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Berichtigung 


zur Arbeit: ..Uber die Auswertung von Adenosinderivaten am iiberlebenden 
Frosehherz** von P. Ostern und J. K. Parnas. 


(Diese Zeitschr. 248, 389, 1932.) 


Wir verdanken Herrn Gaddum, London, die Aufdeckung eines Irrtums, 
der in dieser Arbeit (S. 398. Zeile 7 bis 4 von unten) infolge eines Rechen 
fehlers enthalten ist. Das Molekulargewicht des Bariumadenylsiure 
pyrophosphats ist dort falsch berechnet und bei Einsetzung des richtigen 
Wertes (865 statt 642) ergibt es sich, daB die Herzwirkung des Adeny! 
siurepyrophosphats der Wirkung der Adenylsaure in aquivalenter Lésung 
nicht gleich ist, sondern etwa 1,4mal starker. 


In der anschlieBenden Arbeit! ist auf S. 401, Zeile 11 von oben statt 
siebenstiindige Arbeit** sinngemaéb ..siebzehnstiindige Arbeit** zu setzen 


! Diese Zeitschr. 248, 398, 1932 
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